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Uvod: V septembru 2013 je bila pri večini bolnikov, ki nimajo mutacije v genu JAK2 V61F in MPL 
(JAK2 V617F- in MPL-negativni bolniki) z esencialno trombocitemijo (ET) ugotovljena somatska 
mutacija v genu za kalretikulin (CALR). Prepoznana je bila tudi pri nekaterih bolnikih z drugimi 
podvrstami mieloproliferativnih novotvorb (MPN). Do sedaj je bilo prepoznanih več kot 50 
različnih mutacij CALR, skoraj izključno gre za mutacije, ki povzročajo premik bralnega okvirja, in 
vodijo v nastanek novega C-terminalnega peptida. Glede na sodobne smernice Svetovne zdravstvene 
organizacije ima mutacija CALR pri ugotovitvi bolezni ET pomembno diagnostično vlogo. 
Diferencialna diagnoza ET je široka in poleg nekaterih drugih hematoloških bolezni vključuje 
različne bolezni in stanja, kot so pomanjkanje železa, okužba, vnetje, stanja po kirurških posegih ali 
splenektomiji. Takšna trombocitoza je sekundarna in za razliko od ET ni povezana s povečanim 
tveganjem za trombotično-hemoragične zaplete. Ločevanje med ET in sekundarno trombocitozo je 
pogosto težavno, saj ne poznamo patognomoničnega pokazatelja ET, z znanimi molekularno-
genetskimi kazalci bolezni pa bolezen ugotovimo le pri približno 90 % bolnikov. V Sloveniji je 
določanje mutacije CALR pri bolniki s sumom na MPN v rutinski rabi šele zadnjih nekaj let, zato 
prisotnost mutacije CALR pri vseh naših bolnikih, ki smo jih v preteklosti obravnavali zaradi suma 
na MPN, ni poznana. 
 
Namen: Retrospektivno potrditi diagnostično vrednost določanja mutacije CALR pri bolnikih s 
sumom na MPN. Oblikovati temelje za izdelavo diagnostičnega algoritma obravnave bolnikov s 
trombocitozo in sumom na ET.  
 
Materiali in metode: Vključili smo JAK2 V617F-negativne bolnike, ki so bili zaradi suma na MPN 
napoteni v Hematološko ambulanto Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana med letoma 2011 
in 2016. Pri vseh bolnikih smo določali prisotnost mutacij v genu CALR iz periferne krvi ali kostnega 
mozga. Pri tem smo uporabili presejalno metodo visokoločljivostne talilne analize, rezultate smo 
potrdili z elektroforezo na gelu. Tip mutacije smo natančno opredelili, pri čemer smo pri bolnikih 
brez najpogostejših mutacij uporabili metodo sekvenciranja po Sangerju. Po potrditvi mutacij v genu 
CALR smo pri bolnikih glede na razpoložljive klinične in laboratorijske podatke ponovno ugotavljali 
in določali bolezen. Po izvedbi preverjanja prisotnosti mutacij CALR smo med vsemi vključenimi 
bolniki opredelili bolnike, ki so bili v Hematološko ambulanto napoteni zaradi trombocitoze, in ob 
tem suma na ET. Glede na razpoložljive podatke z obravnav v Hematološki ambulanti smo bolnike 
razvrstili na bolnike s primarno in bolnike s sekundarno trombocitozo. Bolnike, ki imajo mutacijo 
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CALR (CALR-pozitivne bolnike), in bolnike, ki nimajo mutacije CALR (CALR-negativne bolnike) 
z domnevno ET smo primerjali po pogostnosti trombotičnih zapletov. Pri bolnikih, napotenih v 
Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze, smo opredelili bolnike, pri katerih je ekspertni sistem 
»Smart Blood Analytics« (SBA) ugotavljal bolezen s šifro D47 po Mednarodni klasifikaciji bolezni 
(MKB) (druge neoplazme negotovega ali neznanega značaja limfatičnega, krvotvornega in sorodnega 
tkiva), kamor sodi tudi ET, kot najverjetnejšo diagnozo. Ugotavljali smo občutljivost, specifičnost, 
pozitivno in negativno napovedno vrednost SBA pri napovedovanju ET pri bolnikih, napotenih v 
Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze. 
 
Rezultati: Med 524 JAK2 V617F- negativnimi bolniki, ki so bili napoteni v Hematološko ambulanto 
zaradi suma na MPN, smo prepoznali 23 CALR-pozitivnih bolnikov (23/524 = 4,4 %). Pri devetih 
bolnikih smo retrospektivno potrdili ET. Pri dveh bolnikih smo odkrili prisotnost mutacije CALR 
brez premika bralnega okvirja; pri nobenem od obeh bolnikov nismo diagnosticirali ET. Štiri 
mutacije, ki smo jih potrdili v naši raziskavi, doslej v literaturi še niso bile opisane, in so novo-
ugotovljene. 237 bolnikov je bilo napotenih v Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze, zaradi 
manjkajočih podatkov smo jih razvrstili 231. Primarno trombocitozo smo ugotovili pri 51 bolnikih. 
42 bolnikov smo opredelili kot bolnike z domnevno ET. Pri 9 bolnikih so bile v ozadju druge 
hematološke bolezni, pri katerih je lahko prisotna trombocitoza. Pri 180 bolnikih je bila ugotovljena 
sekundarna trombocitoza. Najpogostejši vzrok sekundarne trombocitoze je bilo pomanjkanje železa. 
CALR-pozitivni bolniki z domnevno ET niso imeli značilno manj pogostih trombotičnih zapletov 
kot CALR-negativni bolniki z domnevno ET (p=0,374). Med slednjimi so bili, z izjemo enega 
bolnika, bolniki brez mutacij JAK2 V617F, CALR in MPL (trojno negativni bolniki). Pozitivna 
napovedna vrednost ekspertnega sistema SBA pri ugotavljanju ET pri bolnikih s trombocitozo je 
bila 23,7 %, negativna napovedna vrednost je bila 88,1 %. Občutljivost testa je bila 69 %, specifičnost 
je bila 50,7 %. Pri tem smo kot bolnike z ET upoštevali vse bolnike z domnevno ET. Ob upoštevanju 
le bolnikov s potrjeno ET po kriterijih SZO 2008 ali modificiranih kriterijih SZO je bila pozitivna 
napovedna vrednost ekspertnega sistema pri ugotovitvi bolezni D47 po MKB 14,8 %, negativna 
napovedna vrednost je bila 96,3 %. Občutljivost testa je bila 81,8 %, specifičnost je bila 50,2 %.  
 
Zaključek: Molekularno-genetska diagnostika je smiselna pri bolnikih, pri katerih je glede na 
anamnezo, klinični pregled in laboratorijske preiskave sum na MPN visok. V naši raziskavi smo 
odkrili štiri doslej še neprepoznane mutacije CALR. Večina napotitev v Hematološko ambulanto 
zaradi suma na ET je neustreznih. Pred napotitvijo v Hematološko ambulanto je potrebno izključiti 
najpogostejša stanja, ki lahko povzročajo trombocitozo. Glede na našo raziskavo je v naši populaciji 
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najpogosteje spregledano pomanjkanje železa, ki je lahko prisotno kljub odsotnosti anemije. Trojno 
negativne bolnike z vztrajajočim sumom na ET bi morali zaradi primerljivega tveganja za 
trombotične zaplete v primerjavi s CALR-pozitivnimi bolniki obravnavati, kot da imajo ET. Te 
bolnike bi morali obravnavati individualno in glede na tveganje za trombotične zaplete zaščititi vsaj 
z acetilsalicilno kislino. SBA je manj učinkovit pri ugotavljanju ET kot hematolog.  
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Introduction: In September 2013 somatic mutations in the calreticulin gene (CALR) were 
recognised in most JAK2 V617F- and MPL-negative patients with ET. CALR mutations have also 
been recognised in patients with other myeloproliferative neoplasm (MPN) subtypes. Up to this date, 
more than 50 CALR mutations have been confirmed, almost all are frameshift mutations that result 
in a novel C-terminal peptide. Based on the renewed World Health Organisation (WHO) criteria, 
CALR mutations are an important diagnostic hallmark of MPN. The differential diagnosis of ET is 
broad and apart from other haematological diseases includes different diseases and states such as 
iron deficiency, infection, inflammation, postsurgical period, hyposplenism. Thrombocytosis that 
results from other diseases and states is called secondary thrombocytosis and does not represent an 
increased risk for thrombo-haemorrhagic complications. The distinction between primary and 
secondary thrombocytosis is often difficult as there are no specific markers of ET. Today we can 
recognise the disease based on molecular-genetic markers in about 90% of all patients. In Slovenia, 
CALR mutations have only routinely been searched for in patients with suspected MPN in the past 
few years. Therefore, CALR genetic status in all patients with suspected MPN in our population in 
the past is unknown.  
 
Aim: To retrospectively confirm the diagnostic importance of CALR mutation confirmation in 
patients with suspected MPN. To form a scientific basis for the diagnostic approach to patients with 
suspected ET.  
 
Materials and methods: JAK2 V617F-negative patients with suspected MPN that were referred to 
the Department of Haematology between 2011 and 2016 were included in the study. CALR 
mutations were tested in all patients from blood or bone marrow samples. The screening method 
was »high resolution melting« analysis. All results were confirmed by gel electrophoresis. Types of 
CALR mutations were defined. Sanger sequencing was used in all patients’ samples with non-typical 
mutations. Based on CALR mutation confirmation all patients were re-diagnosed based on the 
available clinical and laboratory data. After CALR mutation confirmation we further analysed only 
patients with thrombocytosis and suspected ET. Based on the available clinical and laboratory data 
patients with primary and secondary thrombocytosis were defined. The number of thrombotic 
complications were compared in CALR-positive and CALR-negative patients with suspected ET. 
Artificial intelligence programme »Smart Blood Analytics« (SBA) was used to define patients with 
thrombocytosis whose most probable diagnosis after the initial presentation at the Department of 
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Haematology was D47 based on International Classification of Diseases (ICD) (Other neoplasms of 
uncertain or unknown behaviour of lymphoid, haematopoietic and related tissue). D47 includes the 
diagnosis of ET.  Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of SBA programme 
in diagnosing D47 in patients with thrombocytosis were defined.  
 
Results: 23 (23/524 = 4.4%) CALR-positive patients with suspected MPN were discovered. In nine 
patients ET was retrospectively confirmed according to modified WHO criteria. In two patients in-
frame CALR mutations were confirmed, none of these patients were diagnosed with ET. We 
discovered four novel mutations in our study that have previously not been described. 237 patients 
were referred to the Department of Haematology due to thrombocytosis, due to missing data 231 
patients were analysed. Primary haematological disease was confirmed in 51 patients. 42 patients 
were diagnosed with suspected ET and 9 patients were diagnosed with other haematological diseases. 
In 180 patients secondary thrombocytosis was confirmed. The most common cause of secondary 
thrombocytosis was iron deficiency. Thrombotic complications were not significantly less common 
in CALR-positive patients compared to CALR-negative patients with suspected ET (p=0.374). 
CALR-negative patients with suspected ET were triple negative patients (JAK2 V617F, CALR and 
MPL- negative) with the exception of one patient. Positive predictive value of SBA in D47 prediction 
was 23.7%, negative predictive value was 88.1%. The sensitivity of the test was 69% and the 
specificity was 50.7%. As patients with ET we included all patients with suspected ET. By including 
only patients with WHO 2008 or modified WHO criteria confirmed disease the positive predictive 
value was 14.8% and negative predictive value 96.3%. The sensitivity of the test was 81.8% and the 
specificity was 50.2%. 
 
Conclusion: Molecular-genetic testing should be reserved for patients with suspected MPN based 
on patient’s history, clinical examination and blood results. In our study, four novel CALR mutations 
were discovered that have yet not been presented in the literature. Before referral to the Department 
of Haematology patients should be screened for the most common causes of thrombocytosis. Based 
on our results iron deficiency is most commonly unrecognized as it can be present even in the 
absence of anaemia. Triple negative patients with suspected MPN should be considered as patients 
with ET as their thrombotic risk can be compared to the risk of CALR-positive patients. These 
patients should be treated at least with acetylsalicylic acid based on their individual risk for 
thrombotic complications. SBA is not as efficient in diagnosing ET as a haematologist. 
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V naši raziskavi smo se osredotočili na mieloproliferativne novotvorbe in pomen določanja 
mutacije CALR pri njihovi diagnostiki. Podrobneje smo se posvetili bolnikom s sumom na 
esencialno trombocitemijo. 
 
1.1. Mieloproliferativne novotvorbe  
 
Mieloproliferativne novotvorbe (MPN) so skupina klonskih bolezni krvotvorne matične celice, 
usmerjene v mieloično vrsto, kar vodi v kopičenje krvnih celic, ki so končno zrele 1. Bolezni, ki jih 
razvrščamo med MPN po kriterijih Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) iz leta 2008, so 
prikazane v Tabeli 1.  
Tabela 1: Razdelitev MPN po kriterijih SZO 2008 2 
Mieloproliferativne novotvorbe  
Kronična mieloična levkemija – BCR/ABL-pozitivna 
Kronična nevtrofilna levkemija 
Prava policitemija  
Primarna mielofibroza  
Esencialna trombocitemija  
Kronična eozinofilna levkemija, neopredeljena  
Mastocitoza 
MPN-neopredeljena  
MPN, mieloproliferativna novotvorba; SZO, Svetovna zdravstvena organizacija 
Za bolnike s kronično mieloično levkemijo (KML) je značilen Philadelphia kromosom (Ph), ki 
nastane zaradi uravnotežene translokacije med kromosomoma 9 in 22, kar vodi v nastanek zlitega 
gena BCR/ABL 3. Med klasične BCR/ABL-negativne MPN uvrščamo pravo policitemijo (PP),  
esencialno trombocitemijo (ET) ter primarno mielofibrozo (PMF). To so redke bolezni s 
pogostnostjo manjšo od 6 primerov na 100.000 prebivalcev na leto. Incidenca PP je med 0,4 do 
2,8; ET do 1,7 ter PMF do 1 primer na 100.000 prebivalcev 4. Omenjene bolezni imajo podobne 
zaplete, kot so arterijske in venske tromboze ter krvavitve 5.  
Pri BCR/ABL-negativnih bolnikih z MPN je najpogosteje prisotna mutacija JAK2 V617F, to je 
točkovna mutacija v genu za beljakovino Janus kinaza 2 (JAK2), ki se nahaja na eksonu 14 
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kromosoma 9. Na položaju 617 pride zaradi zamenjave gvanina s timinom do spremembe 
aminokisline, namesto valina je prisoten zapis za fenilalanin. Mutacija je znana od  leta 2005 in je 
prisotna pri približno 96 % bolnikov s PP 6. Prisotna je tudi pri 55 % bolnikov z ET ter 65 % 
bolnikov s PMF 7. Približno 3 % bolnikov s PP ima mutacijo v genu za JAK2, ki se nahaja na 
eksonu 12 8. Manjši delež bolnikov (manj kot 5 %) z ET in 8 % bolnikov s PMF ima mutacijo v 
genu za trombopoetinski receptor (mieloproliferativni levkemijski virusni onkogen -MPL), ki je 
poznana od leta 2006. Mutacije MPL se nahajajo na eksonu 10, najpogostejši mutaciji MPL sta 
W515L in K 9, 10, 11. MPL S505N je lahko podedovana ali pridobljena mutacija, vodi v pojav tako 
dedne (hereditarne) trombocitemije12 kot ET 10. Hereditarna trombocitoza je povezana z žilnimi 
dogodki, vendar praviloma ne povzroča preobrazbe v fibrozo ali levkemijo 13. 
V septembru 2013 je bila pri večini JAK2 V617F- in MPL-negativnih bolnikov z ET (50-60 %) 
prepoznana mutacija v genu za kalretikulin (CALR). Klampfl s sodelavci jo je opisal pri 25-30 % 
bolnikov z ET 14. Mutacija je bila prepoznana tudi pri bolnikih z drugimi podvrstami MPN, kot so 
PMF 14, 15, kronična mieloična levkemija (KMML) 15, mielodisplastični sindrom s prekrivanjem z 
MPN (MDS/MPN) 16, neopredeljena MPN (MPN-neopredeljena) 17 18, ter v redkih primerih pri 
bolnikih s PP 19. Približno 80 % vseh mutacij CALR predstavljata delecija 52 baznih parov (bp) 
(mutacija tipa 1) ter insercija 5 baznih parov (mutacija tipa 2) 14 15. Do sedaj je bilo prepoznanih več 
kot 50 različnih mutacij CALR, skoraj izključno gre za mutacije, ki povzročajo (+1) premik 
bralnega okvirja in omogočajo nastanek novega C-terminalnega peptida 20. Preostale mutacije 
razvrstimo glede na podobnost z mutacijami tipa 1 ali tipa 2 na tipu 1 podobne in tipu 2 podobne 
mutacije 21. Pri ET se mutacija tipa 1 pojavlja pri 55 % bolnikov, mutacija tipa 2 pri 35 %. Pri 
bolnikih s PMF je tip 1 mutacij bolj pogost, pojavlja se pri 75 % bolnikov 22. Razvrščanje mutacij 
na tipu 1 podobne in tipu 2 podobne mutacije ima prognostični pomen, saj imajo bolniki z mutacijo 
tipa 1 in tipu 1 podobnimi mutacijami podobno preživetje. Podobno velja tudi za bolnike z  
mutacijo tipa 2 in tipu 2 podobnimi mutacijami. Pri bolnikih s PMF so prognostično ugodne 
mutacije CALR tipa 1/tipu 1 podobne mutacije 23. 
 
1.1.1. Prava policitemija (PP) 
 
Prava policitemija (PP) se navadno klinično izrazi v šestem desetletju življenja in se kaže s 
povečanim volumnom krvi (pletora), glavobolom, srbežem kože, utrujenostjo, oslabelostjo, 
nočnim potenjem, omotico, trombozami in krvavitvami iz prebavil. Pogosto so bolniki povsem 
brez simptomov in so spremembe v krvni sliki naključna laboratorijska najdba 24.  
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Najpomembnejši zapleti pri bolnikih s PP so tromboze, ki se pojavljajo pri tretjini bolnikov. Do 
69 % tromboz je arterijskih, večinoma gre za tranzitorne ishemične atake ali možgansko kap, 
redkeje se pojavljajo miokardni infarkt, globoka venska tromboza ali pljučna embolija 25. 
Tromboza splanhničnih ven je zaplet, ki lahko privede do portalne hipertenzije, nastanka varic in 
bolečine v trebuhu. Tromboza v hepatičnih venah vodi v nastanek Budd-Chiari-jevega sindroma. 
Pogost zaplet so tudi krvavitve in modrice, v najhujšem primeru gre za hude krvavitve iz prebavil, 
ki lahko prikrijejo eritrocitozo 26. Pojavi se lahko srbež kože, ki se poslabša pri kopanju ali prhanju 
(akvageni pruritus). Značilna je eritromelalgija, ki se kaže z bolečinami v okončinah in lahko v 
skrajnem primeru privede do ishemične nekroze prstov. Pri 36 % bolnikov se pojavlja pljučna 
hipertenzija 27. Natančnega vzroka ne poznamo, v ozadju gre lahko za hiperplazijo gladkih mišic, 
ki jo sprožijo rastni dejavniki aktiviranih trombocitov, zapora pljučne cirkulacije z megakariociti 
in klinično nemi trombotični dogodki 28. 
 
1.1.2. Primarna mielofibroza (PMF) 
 
PMF se pri simptomatičnih bolnikih kaže z utrujenostjo, splošno oslabelostjo, težkim dihanjem, 
srbečico kože, palpitacijami. Najpogostejši simptom je utrujenost, ki ni odvisna od stopnje anemije. 
Lahko so prisotni B-simptomi, kot so povišana telesna temperatura, nočno potenje, izguba telesne 
mase. Zaradi povečane vranice (splenomegalije) je lahko prisoten neprijeten občutek v levem 
zgornjem kvadrantu trebuha in zgodnji občutek sitosti. Možne so bolečine v kosteh, ki so prisotne 
predvsem v spodnjih okončinah. Pri večini bolnikov ob diagnozi ugotovimo povečana jetra in 
vranico (hepatosplenomegalija). Lahko se pojavijo infiltracije kože z nevtrofilnimi granulociti 
(nevtrofilna dermatoza) 29. 
 
1.1.3. Esencialna trombocitemija (ET) 
 
Klinična slika 
ET je pogosto naključno ugotovljena bolezen, ki se lahko kaže zgolj s povišanimi laboratorijskimi 
vrednostmi trombocitov. 10 % bolnikov ima ob diagnozi splenomegalijo. Lahko se pojavi 
eritromelalgija 30. Pri nekaterih bolnikih se bolezen prvič pojavi v obliki trombotičnih ali 
hemoragičnih zapletov. Najhujši zaplet predstavljajo trombotični dogodki, predvsem v osrednjem 
živčevju in srčno-žilnem sistemu. Tromboze v venskem sistemu se kažejo kot globoka venska 
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tromboza, pljučna embolija, tromboza v hepatičnih, portalnih ali mezenteričnih venah. Tveganje 
za nastanek tromboze je pri bolnikih z ET lahko večje od 20 % 31. Pri bolnikih se pojavljajo tudi 
krvavitve, ki prizadenejo sluznice ali prebavila, redko tudi osrednje živčevje 32. Krvavitve so 
ponavadi posledica pridobljene von Willebrandove bolezni ob ekstremno visokih vrednostih 
trombocitov (≥ 1000 do 1500 x 109/L). Kriterije SZO 2008 za ugotovitev bolezni ET prikazuje 
Tabela 2 2. 
Tabela 2: Diagnostični kriteriji SZO 2008 za ugotovitev bolezni ET 2 
Diagnostični kriteriji SZO 2008 za ugotovitev bolezni ET (za potrditev bolezni so potrebni vsi 
štirje kriteriji).  
1. Vztrajajoča trombocitoza ≥ 450 x 10 9/L. 
2. Biopsija kostnega mozga pokaže razrast megakariocitne vrste s povečanim številom povečanih, 
zrelih megakariocitov s hiperlobuliranimi jedri. Ob tem ni povečane nevtrofilne granulopoeze 
(s pomikom v levo) ali eritropoeze. 
3. Ne zadošča kriterijem za BCR/ABL pozitivno KML, PP, PMF, MDS ali drugo mieloično 
novotvorbo. 
4. Prisotnost JAK2 V617F ali drugega klonalnega markerja ali v primeru odsotnosti mutacije JAK 
V617F brez znakov reaktivne trombocitoze.  
SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; ET, esencialna trombocitemija; KML, kronična mieloična 
levkemija; PP, prava policitemija; PMF, primarna mielofibroza; MDS, mielodisplastični sindrom 
 
Naravni potek in zdravljenje 
Naravni potek bolezni je preobrazba v mielofibrozo ali akutno mieloično levkemijo (AML), kar je 
odvisno od časa trajanja bolezni. Približno 2 % bolnikov z ET po 15 letih razvije AML, nekoliko 
večji je delež bolnikov, ki razvijejo mielofibrozo  (9,3 %) 33,34. Zdravljenje bolnikov z ET je 
usmerjeno v preprečevanje trombotičnih zapletov, na naravni potek bolezni z zdravljenjem 
neposredno ne moremo vplivati 35. Življenjska doba bolnikov z ET je kvečjemu le blago okrnjena, 
pri mlajših od 60 let je mediana preživetja 33 let 33. Poleg starosti na preživetje vplivajo drugi 
dejavniki, kot so levkocitoza in trombotični zapleti 36 ter vrednost laktatne dehidrogenaze (LDH). 
LDH predstavlja kazalnik mieloproliferacije in morda pri bolnikih z ET nakazuje na prehod bolezni 
v mielofibrozo 37. Tip mutacije na preživetje ne vpliva, imajo pa bolniki z mutacijami v genih JAK2 
in MPL večje tveganje za trombotične zaplete 38.  
Glede na to, da življenjska doba bolnikov z ET ni pomembno skrajšana, in glavni dejavnik tveganja 
predstavljajo trombotični zapleti, je ključno prepoznati bolnike, ki imajo za tovrstne zaplete 
povečano tveganje. Mlajši bolniki brez dejavnikov tveganja za nastanek trombotičnega zapleta 
zdravljenja ne potrebujejo, z izjemo mlajših bolnic, ki načrtujejo nosečnost, in nosečnic.  
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Pri vseh bolnikih z ET bi morali opredeliti srčno-žilno tveganje in posamezne dejavnike, kot so 
arterijska hipertenzija, hiperlipidemija, debelost, kajenje, ustrezno obravnavati ali zdraviti 39. 
Bolniki z majhnim tveganjem in bolniki z zelo majhnim tveganjem in pridruženimi srčno-žilnimi 
dejavniki tveganja potrebujejo antitrombotično zaščito z acetilsalisalicilno kislino. Acetilsalicilna 
kislina dokazano preprečuje pojav tako venske kot tudi arterijske tromboze, kar je bil dokazano v 
retrospektivni študiji pri JAK2 V617F-pozitivnih bolnikih z ET 40. Učinkovita je tudi pri zdravljenju 
mikrovaskulatnih zapletov, kot je eritromelalgija 41.  Nekatere študije so pokazale, da je bolj 
učinkovito odmerjanje acetilsalicilne kisline dvakrat dnevno 42. Po sodobnih priporočilih je pri 
bolnikih z majhnim tveganjem priporočljivo zdravljenje z acetilsalicilno kislino pri vseh bolnikih, 
razen pri bolnikih z ekstremno trombocitozo. V primeru znakov odpornosti proti acetilsalicilni 
kislini je potrebno odmerjanje zdravila dvakrat dnevno, možna alternativa je klopidogrel ali 
kombinacija acetilsalicilne kisline s klopidogrelom 43. Pri bolnikih z odpornostjo proti acetilsalicilni 
kislini je priporočljivo tudi citoreduktivno zdravljenje. Odmerjanje zdravila dvakrat dnevno je 
ugodno tudi za JAK2 V617F-pozitivne bolnike s srčno-žilnimi dejavniki tveganja 44.  
Pri bolnikih z majhnim tveganjem za trombotične zaplete in ekstremno trombocitozo (število 
trombocitov nad 1000 x 10 9/L) je nasprotno prisotna nagnjenost h krvavitvam. Ob tem so prisotni 
znaki pridobljenega von Willebrandovega sindroma, ki se kaže z izgubo velikih multimerov von 
Willebrandovega faktorja ob povečani razgradnji s proteazo ADAMTS13, kar je odvisno od števila 
trombocitov 45. V primeru števila trombocitov nad 1000 x 10 9/L je potrebno testiranje delovanja 
von Willebrandovega faktorja (npr. ristocetinska kofaktorska aktivnost, VWF:RCoA). Če je  
aktivnost nižja od 20 %, terapija z acetilsalicilno kislino ni priporočljiva 44.  
Bolniki z velikim tveganjem potrebujejo citoreduktivno zdravljenje, prvi izbor zdravljenja je 
hidroksiurea. Randomizirana študija je pri bolnikih z ET z velikim tveganjem pokazala statistično 
značilno nižjo pojavnost tromboz pri bolnikih, ki so bili zdravljeni s hidroksiureo, v primerjavi z 
bolniki, ki niso prejeli citoreduktivnega zdravljenja 46. Odmerjanje je potrebno prilagajati tako, da 
se število trombocitov vzdržuje v normalnem območju. V primeru neprenašanja ali odpornosti 
proti hidroksiurei najnovejše smernice priporočajo pegiliran interferon-α (IFN-α) ali busulfan. 
IFN-α je priporočljiv pri bolnikih, mlajših od 65 let, busulfan je priporočljiv pri starejših bolnikih 
44.  
Pri bolnikih s srednje velikim tveganjem citoreduktivno zdravljenje ni nujno potrebno, pristop k 
zdravljenju teh bolnikov mora biti individualen 44. 
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Pri bolnikih z venskimi trombozami je potrebno sistemsko antikoagulantno zdravljenje, v primeru 
prisotnosti mutacije JAK2 V617F ali srčno-žilnih dejavnikov tveganja je potrebno dodatno 
zdravljenje z acetilsalicilno kislino 44. 
Algoritem zdravljenja bolnikov z ET glede na tveganje za trombotične zaplete je prikazan na Sliki 
1. Nosečnice so iz algoritma izvzete.  
 
Slika 1: Algoritem zdravljenja bolnikov z ET glede na tveganje za trombotične zaplete. Nosečnice so iz algoritma 
izvzete 47.  
 
Nosečnice predstavljajo nezanemarljivo skupino med bolniki z ET, saj je kar 20 % bolnikov  mlajših 
od 40 let, bolezen pa je pogostejša pri ženskah 48. Incidenca nosečnosti pri bolnicah z MPN je 
3,2/100.000 nosečnosti 49. Med nosečnostjo je pri bolnicah prisotno povečano tveganje za zaplete 
tako pri materi kot pri plodu. Najpogostejši zapleti pri materi so venski tromb-embolizmi, krvavitve 
in preeklampsija, pri plodu se lahko pojavi spontani splav, zastoj rasti, nedonošenost ali celo smrt 
50, 51, 52. Bolnice z ET imajo desetkrat večje tveganje za mrtvorojenost v primerjavi z zdravo 
populacijo 49.  
Ženske v rodni dobi in še posebno nosečnice so skupina, pri katerih moramo bolezen dovolj zgodaj 
prepoznati in ustrezno obravnavati, da preprečimo potencialno življenje ogrožajoče zaplete. Vsem 
nosečnicam je potrebno predpisati zdravljenje z acetilsalicilno kislino za obdobje celotne 
nosečnosti. Dva tedna pred pričakovanim porodom ga je potrebno ukiniti in nadaljevati zdravljenje 
z nizko-molekularnim heparinom, s katerim je potrebno nadaljevati zdravljenje še šest tednov po 
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porodu zaradi velikega tveganja za nastanek globoke venske tromboze in naglega porasta 
trombocitov v tem obdobju 49. Pri nosečnicah z dejavniki tveganja za zaplete je potrebno 
zdravljenje z nizko-molekularnim heparinom in IFN-α v obdobju nosečnosti 39. IFN-α je v 
nosečnosti varno zdravilo, odsvetuje se le uporaba med dojenjem 49. Dejavniki tveganja za zaplete 
med nosečnostjo so prikazani v Tabeli 3. 
Tabela 3: Dejavniki tveganja za zaplete v nosečnosti  39 
1. Tromb-embolični ali hemoragični zapleti pri materi v obdobju pred 
nosečnostjo. 
2. Zapleti v predhodni nosečnosti, ki bi bili lahko povezani z ET (npr. 
ponavljajoči se spontani splavi, zastoj rasti med nosečnostjo, mrtvorojenost 
brez drugega jasnega vzroka, huda preeklampsija). 
3. Postopno poraščanje vrednosti trombocitov nad 1500 x 10 9/L. 
 
Obravnava nosečnic z MPN mora biti multidisciplinarna, kar vključuje specialista hematologa in 
porodničarja 49.  
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Kalretikulin (CALR) je bil kot vezavni protein za kalcij prvič prepoznan leta 1974 53. Je  protein, ki 
sodeluje v številnih celičnih procesih v endoplazemskem retikulumu (ER) ter v citoplazmi. V ER 
veže kalcij in na ta način sodeluje pri njegovi znotrajcelični homeostazi. Kot šaperon sodeluje pri 
pravilnem zvijanju proteinov in glikoproteinov, med drugim omogoča zvijanje proteinov 
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa razreda 1 (MHC I) in na ta način vpliva na 
predstavljanje antigenov citotoksičnim limfocitom T. CALR zunaj ER vpliva na prilepljanje celic, 
signalizacijo kalcija ter na od steroidov odvisno izražanje genov 54. Najdemo ga na površini živih 
rakavih celic in umirajočih celic. Na celični površini spodbuja fagocitozo 55. 
CALR ima tri domene: N-terminalno ohranjeno domeno, centralno P-domeno ter C-terminalno 
domeno. N-terminalna domena uravnava šaperonsko aktivnost CALR. Centralna P-domena veže 
kalcij z visoko afiniteto. C-terminalna domena vsebuje negativno nabite aminokislinske ostanke ter 
C-terminalni ohranitveni signal, ki zadržuje CALR v ER (KDEL) 54. Zgradba CALR je prikazana 
na Sliki 2.  
C-terminalna domena je ključna za onkogene lastnosti mutiranega CALR 56. Na C-terminalni 
domeni mutiranega CALR je odsoten signal KDEL, namesto negativno nabitih so prisotni 





Slika 2 : Zgradba in vloga posameznih domen CALR  
Vir: Michalak s sodelavci, 1999 54 
 
Natančen mehanizem, ki sproži nastanek MPN pri nosilcih mutacije v genu za CALR, je nepoznan. 
V ozadju je najverjetneje specifična aktivacija trombopoetinskega receptorja (TPOR MPL) in od 
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activator of transcription« – Janusna kinaza 2-prenašalec signala in aktivator transkripcije) preko 
TPOR 57. Mehanizem je razložen na Sliki 3. 
 
Slika 3: Aktivacija MPL s pomočjo mutiranega CALR:  1. Mutacije v genu za CALR v jedru. Nemutiran protein 
CALR ima negativno nabito C-terminalno domeno s KDEL signalom, ki zadržuje beljakovino v ER. 2. 
Mutiran protein CALR ima pozitivno nabito C-terminalno domeno in je izgubil signal KDEL. 3. 
Pozitivno nabita C-terminalna domena omogoča vezavo mutiranega proteina CALR na MPL. 4. Vezava 
na MPL omogoči od liganda neodvisno aktivacijo signalne poti JAK-STAT. 5. Aktivacija signalne poti 
JAK-STAT vodi v onkogeno transformacijo celice.  
Legenda: CALRWT, nemutiran kalretikulin; CALRMUT, mutiran kalretikulin; ER, endoplazemski retikulum; 
MPL, trombopoetinski receptor 
Vir: Stanley s sodelavci, 2016 58 
 
 
Signalna pot JAK-STAT ima pomembno vlogo pri prenosu zunajceličnega signala citokinov in 
rastnih dejavnikov, ki so udeleženi v hematopoezi, uravnavanju imunskega odziva ter tudi rasti, 
embriogenezi in plodnosti. Družina JAK vsebuje štiri citoplazemske tirozinske kinaze, JAK1-3 ter 
Tyk2. Motena regulacija poti JAK-STAT ima pomembno vlogo pri nastanku hematoloških 
novotvorb 59. 
Mutacije v genu CALR so pridobitvena mutacija (angl. »gain-of-function«), ki izzovejo od 
citokinov neodvisno nastajanje zrelih krvnih celic 60. 
Mutiran CALR verjetno tvori kompleks s TPOR. Sledi aktivacija TPOR, ki je neodvisna od 
trombopoetina, in sproži dimerizacijo in aktivacijo JAK2. Aktivacija TPOR vodi v čezmerno 
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nastajanje trombocitov in s tem pojav trombocitoze. Mutiran CALR spodbuja fibrozo v kostnem 
mozgu in s tem napredovanje trombocitoze v mielofibrozo 61.  
Mutiran CALR verjetno reagira s TPOR prek N-domene, ki zaradi genetske spremembe ni zavrta. 
V fizioloških pogojih njeno delovanje zavira P-domena, vendar genetsko spremenjena beljakovina 
s C-terminalno domeno blokira delovanje P-domene. Genetsko spremenjen CALR deluje le 
avtokrino, saj prepoznava nezrelo obliko TPOR 62,63.  
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Trombocitoza, ki je opredeljena kot povišano število trombocitov v venski krvi nad referenčnim 
območjem, značilnim za določen laboratorij, je pogosta naključna laboratorijska najdba. 
Diferencialna diagnoza trombocitoze je široka in je predstavljena v Tabeli 4 39. Najpogostejša oblika 
trombocitoze je sekundarna trombocitoza, ki jo imenujemo tudi reaktivna, saj so trombociti akutni 
reaktanti vnetja, podobno kot C-reaktivni protein in sedimentacija eritrocitov. Najpogostejša 
primarna hematološka bolezen s trombocitozo je ET. Redkeje je trombocitoza prisotna pri drugih 
oblikah MPN. PP ima trombocitozo in ob tem normalen hemoglobin, če je ob PP pridruženo 
pomanjkanje železa s hipokromnimi mikroeritrociti. Takšna PP se razkrije šele po zapolnitvi zalog 
železa. Tudi pri KML se lahko poleg levkocitoze pojavi trombocitoza. Za izključitev KML je 
potrebno molekularno-genetsko testiranje prisotnosti fuzijskega gena BCR/ ABL 64. Pri starejših 
bolnikih lahko z anemijo in trombocitozo potekata dve podvrsti MDS. Za MDS so značilne 
displastične spremembe v venski krvi, ki so pri bolnikih z ET odsotne 65. 







Esencialna trombocitemija Okužba  Mikrosferociti (nastanejo po 
hudih opeklinah) 
Prava policitemija Vnetje  Krioglobulinemija  
Primarna mielofibroza Poškodba tkiva Citoplazemski fragmenti rakavih 
celic 
MDS (del 5q) Hiposplenizem  Shistociti 
MDS tipa refraktarna anemija s 
prstanastimi sideroblasti in 
trombocitozo 
Stanje po nedavnem kirurškem 
posegu 
Bakterije 
KML  Stanje po nedavni krvavitvi  
KMML  Pomanjkanje železa  
Atipična KML  Maligna bolezen  
MDS/MPN-U Hemoliza  
 Zdravila (kortikosteroidi, 
adrenalin, trombopoetin) 
 
 Porast trombocitov po 
mielosupresivni kemoterapiji 
 
MDS (del 5q), mielodisplastični sindrom z delecijo 5q; KML, kronična mieloična levkemija; KMML, 
kronična mielomonocitna levkemija; MDS/MPN-U, mielodisplastični sindrom/neopredeljena 
mieloproliferativna novotvorba 
 
Vzrok za nastanek trombocitoze pri bolnikih z MPN je klonska bolezen krvotvorne matične celice, 
kar vodi v čezmerno rast in delitev zrelih krvnih celic 1. Bolniki z MPN imajo povečano tveganje 
za nastanek trombotično-hemoragičnih zapletov, naravni razvoj bolezni je napredovanje v 
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mielofibrozo in akutno levkemijo 66. Sekundarna trombocitoza je reaktivna in nastane kot posledica 
ne-hematoloških bolezni in stanj. Bolniki z reaktivno trombocitozo nimajo povišanega tveganja za 
nastanek trombotično-hemoragičnih zapletov, vendar je potrebno opredeliti in zdraviti osnovno 
bolezen, ki je vzrok za pojav trombocitoze 67. Mehanizem nastanka sekundarne trombocitoze ni 
povsem jasen. Možen vzrok so povišane vrednosti interlevkina (IL)-6, drugih citokinov ali 
kateholaminov, kar spremlja številne vnetne, infekcijske ter stresne razmere v organizmu 68. V 
venski krvi bolnikov z reaktivno trombocitozo po kirurških posegih, vnetno črevesno boleznijo in 
drugimi vnetnimi boleznimi najdemo tudi povišane koncentracije trombopoetina, kar vodi v 
čezmerno nastajanje trombocitov 69. Sekundarna trombocitoza je prisotna pri do 75 % bolnikov 
po splenektomiji 70, saj se tretjina krožečih trombocitov zadržuje v vranici, in je po splenektomiji 
rezervoar trombocitov povečan. Splenektomirani bolniki morajo v po-operativnem obdobju 
prejemati tromboprofilakso. Kljub temu, da pri polovici bolnikov po splenektomiji trombocitoza 
lahko vztraja več let, citoreduktivno zdravljenje navadno ni potrebno. Sekundarna trombocitoza je 
pogosta najdba tudi pri bolnikih s solidnimi tumorji in jo uvrščamo med paraneoplastične pojave, 
saj se lahko trombocitoza pojavi pred pojavom maligne bolezni. Maligne celice izrabljajo fiziološki 
proces nastajanja trombocitov za spodbujanje rasti in preživetja tumorja 65. Solidni tumorji izražajo 
citokine, ki spodbujajo nastajanje trombocitov 71. IL-6 čezmerno nastaja pri različnih rakavih 
obolenjih, kot so gastrointestinalni tumorji, karcinom ledvičnih celic, karcinom prostate, ovarijski 
in pljučni tumorji 72.  
Zaradi suma na primarno hematološko obolenje je trombocitoza pogost vzrok napotitve v 
hematološko ambulanto. Pogosto so zdravniki brez podrobnega hematološkega znanja premalo 
pozorni na potencialno reverzibilna stanja, ki lahko privedejo do trombocitoze. 
Med ključne diagnostične kriterije primarne trombocitoze uvrščamo pridobljene patogenetske 
mutacije, še posebno od leta 2013, ko je bila pri večini JAK2 V617F- in MPL-negativnih bolnikih 
z ET ugotovljena mutacija v genu CALR. Z odkritjem te mutacije je danes znano genetsko ozadje 
pri približno 90 % bolnikov z ET in PMF 14 15. Že kmalu po odkritju mutacije CALR so bili 
raziskovalci mnenja, da bi zaradi visoke pogostnosti mutacije v genu CALR in selektivne 
povezanosti z dvema podvrstama MPN, ET in PMF, prisotnost mutacije v genu CALR lahko imela 
diagnostično vrednost pri opredelitvi ET in PMF 73. Diagnostični pomen mutacije v genu CALR 
pri ugotavljanju bolezni ET in PMF je bil potrjen pred kratkim, z vključitvijo mutacije med 
diagnostične kriterije za postavitev diagnoze obeh bolezni v reviziji klasifikacije mieloidnih 
novotvorb in akutnih levkemij, ki jo je predlagala SZO leta 2016 74.  Kriteriji SZO za obe bolezni 
so predstavljeni v Tabeli 5 in 6.   
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Tabela 5: Kriteriji SZO 2016 za postavitev diagnoze ET 74 
Kriteriji SZO 2016 za postavitev diagnoze ET 
Poglavitni kriteriji 
1. Vztrajajoča trombocitoza ≥ 450 x 10 9/L. 
2. Biopsija kostnega mozga pokaže razrast megakariocitne vrste s povečanim številom povečanih, 
zrelih megakariocitov s hiperlobuliranimi jedri. Ob tem ni povečane nevtrofilne granulopoeze 
ali eritropoeze ali pomika v levo v diferencialni krvni sliki, redko je prisotno blago povečanje 
retikulinskih vlaken (stadij 1). 
3. Ne zadošča kriterijem za BCR/ABL pozitivno KML, PP, PMF, MDS ali drugo mieloidno 
novotvorbo. 
4. Prisotnost mutacij v genih JAK2, CALR ali MPL. 
Dodatni kriteriji 
1. Prisotnost klonalnega markerja ali odsotnost znakov reaktivne trombocitoze. 
Za diagnozo ET  so potrebni vsi štirje poglavitni  kriteriji ali prvi trije poglavitni kriteriji in dodatni 
kriterij. 
SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; KML, kronična mieloična levkemija; PP, prava policitemija; 
PMF, primarna mielofibroza; MDS, mielodisplastični sindrom 
 
Tabela 6: Kriteriji SZO 2016 za postavitev diagnoze PMF 74 
SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; PMF, primarna mielofibroza; ET, esencialna trombocitemija; 
KML, kronična mieloična levkemija; PP, prava policitemija; MDS, mielodisplastični sindrom, LDH, 
laktatna dehidrogenaza 
Kriteriji SZO 2016 za postavitev diagnoze PMF 
Poglavitni kriteriji 
1. Prisotnost megakariocitne proliferacije in atipije, ki jo spremlja retikulinska in/ali kolagenska fibroza 
stopnje 2 ali 3. 
2. Ne zadošča kriterijem za ET, BCR/ABL pozitivno KML, PP, MDS ali drugo mieloidno novotvorbo. 
3. Prisotnost  mutacije JAK2, CALR ali MPL, oziroma v primeru odsotnosti teh mutacij prisotnost 
drugega klonalnega markerja ali odsotnost reaktivne mielofibroze. 
Dodatni kriteriji 
Prisotnost vsaj enega od naštetih, kar mora biti potrjeno ob dveh zaporednih pregledih: 
1. Anemija, ki ni posledica pridružene bolezni. 
2. Levkocitoza ≥ 11 x 10 9/L. 
3. Tipna splenomegalija. 
4. Povišan LDH nad običajno zgornjo mejo območja, značilno za laboratorij. 
5. Levkoeritroblastoza (prisotnost nezrelih oblik eritrocitov in granulocitov v venski krvi). 
Za diagnozo PMF so potrebni vsi trije poglavitni  kriteriji in vsaj eden dodaten kriterij. 
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Za diagnozo ET je potrebna vztrajajoča trombocitoza, prisotna ob vsaj dveh laboratorijskih 
določitvah, in izključitev reaktivnih vzrokov. Med sodobnimi zgoraj omenjenimi kriteriji SZO 2016 
74 in tudi predhodnimi kriteriji SZO 2008 2 za ugotovitev bolezni ET je tudi histopatološka analiza 
kostnega mozga, pridobljenega z biopsijo. Značilen izvid biopsije kostnega mozga spada med 
poglavitne kriterije. Gre za invaziven poseg z možnimi zapleti, ki so sicer redki, vendar potencialno 
smrtno nevarni. Najpogostejši zapleti so krvavitve, najnevarnejše so krvavitve v retroperitonealni 
prostor. Med redkejšimi zapleti so okužbe, vztrajajoča bolečina in iztok serozne tekočine. Poročila 
kažejo, da izkušenost izvajalca sicer na število zapletov ne vpliva 75.  
Harrisonova s sodelavci je tako že leta 2010 predlagala, da bi se pri bolnikih z jasnim klonalnim 
markerjem bolezni (takrat poznane mutacije v genih JAK2 in MPL) brez kliničnih ali laboratorijskih 
znakov, sumljivih za PMF ali MDS, biopsiji kostnega mozga lahko izognili, saj je preiskava ne le 
invazivna, temveč tudi slabo ponovljiva. Natančna diagnoza zlasti pri bolnikih z zelo majhnim 
tveganjem za trombotične zaplete ne vpliva na izbor zdravljenja. Tako je Britanska hematološka 
zveza za diagnozo bolezni ET predlagala modificirane kriterije SZO, ki so predstavljeni v Tabeli 7 
39.  
Tabela 7: Modificirani kriteriji SZO 39  
Britanski modificirani kriteriji SZO (Za diagnozo potrebni kriteriji A1-A3 ali A1 + A3-A5). 
A1: vztrajajoča trombocitoza ≥ 450 x 109/L. 
A2: prisotnost pridobljene patogenetske mutacije (npr. v genih JAK2 ali MPL). 
A3: ni znakov druge mieloidne novotvorbe, zlasti PP, PMF, KML, MDS. 
A4: ni reaktivnih vzrokov za trombocitozo, zaloge železa so normalne. 
A5: punkcija in biopsija kotnega mozga pokažeta povečano število megakariocitov z različno 
morfologijo, prevladujejo veliki megakariociti s hiperlobuliranimi jedri in obilno citoplazmo. Retikulin 
ni povečan. 
SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; PP, prava policitemija; PMF, primarna mielofibroza; KML, 
kronična mieloična levkemija; MDS, mielodisplastični sindrom 
 
Absolutno število trombocitov pri ločevanju med primarno in sekundarno obliko trombocitoze ni 
pomembno. Visoke vrednosti trombocitov (> 1000 x 109/L) lahko beležimo tudi pri bolnikih s 
sekundarnimi oblikami trombocitoze, kot so solidni tumorji ali vnetna črevesna bolezen. Obenem 
imajo lahko bolniki z ET le mejno povišane vrednosti trombocitov (450 do 600 x 109/L). 
Trombocitozo je potrebno vedno obravnavati glede na klinično situacijo. Pri starejših bolnikih s 
trombocitozo je potrebno aktivno iskati maligno bolezen, glede na anamnezo in klinične znake. Pri 
Belčič Mikič T. Klinični pomen genetskih sprememb v genu za kalretikulin (CALR) pri bolnikih z mieloproliferativnimi novotvorbami. 




kadilcih, starejših od 40 let, je potrebno rentgensko slikanje prsnih organov. Pri bolnikih s simptomi 
in znaki, ki izvirajo iz prebavnega trakta (bruhanje, slabost, bolečina v trebuhu) je potrebno opraviti 
endoskopski pregled prebavil. Pri ženskah je potrebna dodatna usmerjena ginekološka anamneza 
65. Pristop k bolniku s trombocitozo je predstavljen na Sliki 4. 
 
 
Slika 4: Predlagan algoritem obravnave bolnikov s trombocitozo 65 
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1.4. Patogeneza tromboze pri bolnikih z MPN 
 
Pojav tromboze pri bolnikih z MPN nastane zaradi različnih dejavnikov in je posledica 
kompleksnega medsebojnega delovanja med krvnimi celicami, endotelijem in dejavniki procesa 
strjevanja krvi (hemostaze). Poleg povečanega števila krvnih celic so v ozadju MPN tudi 
kvalitativne spremembe krvnih celic, ki omogočajo nastanek trombogenega okolja 76,77. Neodvisen 
dejavnik tveganja za nastanek tromboze pri bolnikih z MPN je levkocitoza 66. Delovanje endotelija 
je okrnjeno (endotelijska disfukcija), kar omogoča nastanek trombogenega okolja in spodbuja 
aktivacijo trombocitov in levkocitov 76,77. V periferni krvi so prisotni kazalci aktivacije nevtrofilnih 
granulocitov in monocitov 78,79. Pri bolnikih z MPN je aktiviran sistemski vnetni odgovor, kar se 
kaže s povišanimi vrednostmi vnetnih citokinov v periferni krvi 80. Ker sta vnetje in hemostaza 
medsebojno tesno povezana procesa, k nagnjenosti k strjevanju krvi pri bolnikih z MPN prispeva 
tudi kronično vnetje 77.   
Poglavitno vlogo pri nastanku tromboz pri bolnikih z MPN imajo trombociti. Absolutno število 
trombocitov sicer ni povezano s tveganjem za nastanek tromboze 81, ekstremna trombocitoza (> 
1500 × 10 9/L) je celo povezana s povišanim tveganjem za nastanek krvavitev. Bolniki z ekstremno 
trombocitozo imajo tako celo nižje tveganje za nastanek trombotičnih zapletov 82. Pri bolnikih z 
MPN je aktivnost trombocitov povišana, v krvi bolnikov so prisotni pokazatelji povišane aktivnosti 
78. Obrat trombocitov je povečan, ob čemer nastajajo trombociti s povečano reaktivnostjo 83. 
Pedersen s sodelavci je ugotovil, da imajo bolniki z ET značilno povečano število nezrelih 
trombocitov v primerjavi z zdravo populacijo, prav tako je značilno povečan njihov trombocitni 
agregacijski potencial 84. Takšni trombociti se preko vezavnih molekul vežejo na levkocite, kar vodi 
v dodatno aktivacijo obeh vrst celic 78. Nevtrofilni granulociti bolnikov z MPN proizvajajo kisikove 
proste radikale, kar vodi v poškodbo endotelija. Aktiviran endotelij privablja trombocite in 
levkocite in omogoča nastanek trombogenega okolja 85.  
Na pojav trombotičnih zapletov pri bolnikih z MPN vpliva tudi vrsta mutacije. CALR-pozitivni 
bolniki imajo manj pogoste trombotične zaplete kot bolniki z mutacijami v genih JAK2 V617F ali 
MPL ter primerljivo tveganje za trombotične zaplete v primerjavi z bolniki, ki nimajo nobene izmed 
mutacij v genih CALR, MPL ali JAK2 (trojno negativni bolniki) 14,86,87. CALR-pozitivni bolniki 
imajo v primerjavi z JAK2 V617F-pozitivnimi bolniki nižje vrednosti hemoglobina in levkocitov 
ter višje vrednosti trombocitov, kar bi lahko bil vzrok za manj pogoste trombotične zaplete 14,88,89. 
Pri CALR-pozitivnih bolnikih je tudi aktivacija levkocitov zmanjšana 90. Nasprotno so pri JAK2 
Belčič Mikič T. Klinični pomen genetskih sprememb v genu za kalretikulin (CALR) pri bolnikih z mieloproliferativnimi novotvorbami. 




V617F-pozitivnih bolnikih prisotni znaki aktivacije trombocitov, levkocitov ter endotelija, kar je 
verjetno povezano s povečanim pojavom tromboz pri teh bolnikih 78,91. 
Z zdravljenjem lahko vplivamo na pojav trombotičnih zapletov. Študije so pokazale, da lahko s 
citoreduktivnim zdravljenjem vplivamo na zmanjšanje agregacije trombocitov 92. Bolnike zdravimo 
glede na tveganje za nastanek trombotičnih zapletov. Osnova antiagregacijskega zdravljenja je 
zdravljenje z acetilsalicilno kislino, ki preprečuje pojav trombotičnih zapletov (primarna preventiva) 
44 ter tudi njihovo ponovitev (sekundarna preventiva) 93. Kljub ustreznem zdravljenju s kombinacijo 
citoreduktivne in antiagregacijske/antikoagulantne terapije ostaja tveganje za ponovni pojav 
trombotičnega zapleta pri bolnikih z velikim tveganjem veliko 94. Med zdravljenjem z acetilsalicilno 
kislino lahko pride do pojava odpornosti zaradi vztrajajočega nastajanja tromboksana ob pospešeni 
tvorbi trombocitov 42. Možna prilagoditev bi bila odmerjanje acetilsalicilne kisline dvakrat dnevno 
44. Zaradi protivnetnega učinka na žilno steno in zavore aktivacije levkocitov, trombocitov in 
endotelijskih celic bi bilo morda ugodno tudi zdravljenje s statini 95, ki dokazano zavirajo rast 
malignih celic pri bolnikih z MPN 96. V prihodnosti bi tako lahko statini imeli pomembno vlogo 
pri zdravljenju bolnikov z MPN, zlasti v kombinaciji z drugimi načini zdravljenja 97.  
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Bolniki, ki so napoteni v Hematološko ambulanto Univerzitetnega kliničnega centra (UKC) 
Ljubljana  zaradi suma na ET, predstavljajo velik diagnostični izziv, saj je pogosto težko ločiti med 
klonsko boleznijo krvotvorne matične celice in sekundarnimi/reaktivnimi vzroki za spremembe v 
krvni sliki. Kriteriji SZO iz leta 2008 2 za diagnozo ET so zaradi poudarka na histopatoloških 
značilnostih kostnega mozga v rutinski klinični uporabi pogosto nezadostni 98. Pri bolnikih z 
vztrajajočim povišanjem vrednosti trombocitov in prisotnostjo za bolezen tipične mutacije kljub 
nedoseganju kriterijev SZO obstaja velik sum na prisotnost ET 99.   
V specializiranem hematološkem laboratoriju (SHL) Kliničnega oddelka za hematologijo (KOH) 
UKC Ljubljana od leta 2014 izvajamo analizo prisotnosti mutacije v genu CALR pri bolnikih, ki 
so zaradi suma na ET napoteni v Hematološko ambulanto in nimajo prisotne najpogostejše 
mutacije JAK2 V617F. V opisani študiji želimo retrospektivno za obdobje, ko analiza prisotnosti 
mutacije v genu CALR še ni bila v rutinski uporabi, potrditi prisotnost mutacije v genu CALR pri 
bolnikih, ki smo jih pregledali v Hematološki ambulanti zaradi suma na ET in niso imeli prisotne 
točkovne mutacije JAK2 V617F. S tem želimo potrditi diagnostično vrednost določanja mutacije v 
genu CALR. 
V UKC Ljubljana na Interni kliniki v sklopu računalniškega programa Hipokrat uporabljamo 
ekspertni sistem »Smart Blood Analytics« (SBA), ki omogoča ugotavljanje hematološke bolezni na 
podlagi krvne slike. Ekspertni sistem uporablja umetno inteligenco, ki s pomočjo retrogradnega 
učenja krvnih slik in diagnoz iz več milijonov podatkov z veliko verjetnostjo ugotovi bolezen. 
Program se je na področju hematologije izkazal kot zelo uspešen 100.  
 
2.2. Hipoteze  
 
V naši študiji smo preverjali naslednje hipoteze:  
- Večina napotitev v Hematološko ambulanto s sumom na ET je neustreznih. 
- Pri bolnikih s po kriterijih SZO 2008 ugotovljeno boleznijo ET ali velikim kliničnim oziroma 
laboratorijskim sumom na ET in odsotnostjo mutacije JAK2 V617F pričakujemo, da bo delež 
CALR-pozitivnih bolnikov višji od 30 %. 
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- CALR-pozitivni bolniki s po kriterijih SZO 2008 ugotovljeno boleznijo ET ali velikim 
kliničnim oziroma laboratorijskim sumom na ET imajo manj pogoste trombotične zaplete kot 
CALR-negativni bolniki s po kriterijih SZO 2008 ugotovljeno boleznijo ET ali velikim 
kliničnim oziroma laboratorijskim sumom na ET. 
- Bolnike s sumom na ET, pri katerih je verjetnost sekundarne/reaktivne trombocitoze majhna, 
bi morali zaradi možnega nastanka zapletov obravnavati, kot da imajo ET, tudi če bolezni z 
opravljenimi preiskavami nismo potrdili.  
- Računalniški program »Smart Blood Analytics« je manj učinkovit pri ugotavljanju bolezni ET 
kot hematolog.  
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. Bolniki in vzorci 
 
Raziskava je bila retrospektivna in nerandomizirana, potekala je na KOH v UKC Ljubljana. 
Raziskavo je na seji 14. novembra 2017 odobrila Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko.  
V obdobju od 7. aprila 2011 do 13. septembra 2016 smo prepoznali bolnike, napotene v 
Hematološko ambulanto zaradi suma na MPN, ki so ga postavili zdravniki brez specialističnega 
znanja s področja hematologije na podlagi kliničnih in/ali laboratorijskih parametrov, ki so 
predstavljeni v Tabeli 8. Pri teh bolnikih smo opravili retrospektivno analizo prisotnosti mutacije 
v genu CALR. V raziskavo smo vključili bolnike na podlagi vključitvenih in izključitvenih kriterijev, 
ki so predstavljeni v Tabeli 9.  
Tabela 8: Klinični in laboratorijski parametri, na podlagi katerih je bil postavljen sum na MPN (za sum je bil potreben vsaj 1 
parameter) – sum so postavili zdravniki brez specialističnega znanja s področja hematologije 
1. Tipna splenomegalija  
2. Nepojasnjena arterijska/venska tromboza  
3. Trombocitoza (št. trombocitov ≥ 410 x 109/L)  
4. Eritrocitoza (Hb ≥ 150 g/L pri ženskah oziroma ≥ 170 g/L pri moških) 
5. Levkocitoza (št. levkocitov ≥ 10 x 109/L) 
6. Anemija (Hb pod 100 g/L) 
št., število; Hb, hemoglobin 
Tabela 9: Vključitveni in izključitveni kriteriji za analizo prisotnosti mutacije v genu CALR 
Vključitveni kriteriji 
Starost ≥18 let 
Datum prvega pregleda v Hematološki ambulanti med 7. aprilom 2011 in 13. 
septembrom 2016 
Klinični in/ali laboratorijski sum na MPN 
Privolitev v molekularno-genetsko diagnostiko 
Izključitveni kriteriji 
Prisotnost mutacije JAK2 V617F 
Nezmožnost pridobitve ustreznega materiala za molekularno-genetsko analizo 
MPN, mieloproliferativna novotvorba 
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V računalniški zbirki medicinskih podatkov Hipokrat smo pregledali dokumentacije bolnikov, ki 
so bili napoteni v Hematološko ambulanto zaradi suma na MPN. Iz računalniške zbirke smo zbrali 
naslednje podatke: starost ob prvem pregledu, spol, koncentracija hemoglobina, število levkocitov, 
število trombocitov, prisotnost splenomegalije ob prvem pregledu, prisotnost nepojasnjene 
arterijske/venske tromboze in hematološka diagnoza, postavljena po prvem pregledu v 
Hematološki ambulanti. 
 




Preiskovancu smo odvzeli 1 x 10 ml periferne krvi (PK) ali enak volumen krvi v manjših epruvetah 
z antikoagulantom K2EDTA/K3EDTA. 
Preiskovancu smo odvzeli kostni mozeg in 1 do 2 mL punktata kostnega mozga (KM) oddelili v 
hemogramsko epruveto (3 mL) z antikoagulantom K2EDTA. 
 
3.2.2. Izolacija granulocitov z raztopino Ficoll® 
 
Granulocite smo izolirali iz periferne krvi ali kostnega mozga z gradientnim centrifugiranjem preko 
raztopine Ficoll®. Ficoll® je nevtralni, hidrofilni in vodotopni polisaharid. 2- 3 mL raztopine Ficoll® 
smo vbrizgali na dno centrifugirke (sterilna polipropilenska 15 mL centrifugirka) in na to plast 
previdno pipetirali redčeno PK (v razmerju 1:1) ali KM (v razmerju 2,5 do 5:1) z 1X raztopino 
fosfatnega pufra s soljo (PBS). Epruveto smo centrifugirali 22 minut pri 750 x g in sobni 
temperaturi.  
Po centrifugiranju smo dobili 4 plasti. Na dnu epruvete je bila plast eritrocitov in granulocitov, nad 
njo plast raztopine Ficoll®, nad plastjo raztopine Ficoll® plast mononuklearnih celic (MNC) in nad 
plastjo MNC še plazma s trombociti oz. pri kostnem mozgu še dodatno maščoba. Vrhnje plasti 
smo zavrgli, najnižjo plast z eritrociti in granulociti pa prenesli v novo centrifugirko, kjer smo z 
raztopino za lizo eritrocitov povzročili lizo eritrocitov. Liza eritrocitov je potekala 10 minut na 
hladnem (4 – 8 °C) (eritrociti popokajo), med inkubacijo smo vzorce nekajkrat premešali z 
obračanjem. Po lizi smo centrifugirko centrifugirali 10 minut pri 450 g in 4 °C, da so se granulociti 
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posedli na dno centrifugirke. Lizo smo ponovili in granulocite raztopili v 1X pufru PBS do 
koncentracije približno 5 x 106 v 200 µl hladne raztopine 1X PBS. Do izolacije DNA smo 





Pri delu smo uporabili raztopino Ficoll® proizvajalca GE Healthcare (Ficoll® - PaqueTM PLUS, 
kat. št. 17-1440-02, 100 ml). Ena 100 ml steklenička vsebuje 5,7 g raztopine Ficoll® PM400 in 9,0 
g diatrizoat natrija z edetatatom kalcijem in natrijem v vodi.  
Fosfatni pufer s soljo 
1X pufer PBS uporabljamo za redčenje vzorcev PK ali KM, za spiranje levkocitov po lizi eritrocitov 
in za raztapljanje celic na koncu izolacije. Pripravili smo ga iz 10X Dulbeccovega fosfatnega pufra 
(10XDPBS; kat. št. 14200, Gibco, Thermo Fiscer Scientific, ZDA). 10X pufer DPBS vsebuje 2,0 g 
KCl, 2,0 g KH2PO4, 80,0 g NaCl in 21,6 g Na2HPO4 x 7 H20 (pH 6.0-7.0). 
Voda  
Sterilna voda, prosta RNaz in DNaz, za pripravo raztopin. 
Raztopina za lizo eritrocitov 
Raztopina za lizo eritrocitov je pufer, ki povzroči lizo eritrocitov in nam tako omogoči izolacijo 
čistih levkocitov, granulocitov brez eritrocitov. Raztopina ima koncentracijo 1,55 mol/L NH4Cl, 
0,1 mol/L KHCO3 in 0,001 mol/L EDTA (pH 8,0). Pripravili smo jo iz 1000 ml koncentrirane 
10X raztopine. Redčeno raztopino za lizo eritrocitov pripravljamo po potrebi, pripravimo jo iz 10X 
raztopine za lizo eritrocitov.  
 
3.2.2.2. Naprave in oprema 
 
Sterilne polipropilenske 15 in 50 mL centrifugirke s koničastim dnom, sterilne injekcijske igle in 
brizge, 1,5 ml sterilne mikrocentrifugirke, epruvete za zamrzovanje, proste DNaz, sterilni nastavki 
s filtrom (prosti RNaz in DNaz), nosilci za epruvete in pipete, pipete (10, 100 in 1000 µl), sistemi 
za sterilno filtracijo tekočin (Techno Plastic Products (TPP) ali njegovi analogi), centrifuge, 
orbitalni mešalniki, komore, ki omogočajo sterilno delo, digestorij, hematološki analizator, tehtnica, 
pH meter. 
Belčič Mikič T. Klinični pomen genetskih sprememb v genu za kalretikulin (CALR) pri bolnikih z mieloproliferativnimi novotvorbami. 




3.2.3. Izolacija deoksiribonukleinske kisline (DNA) iz granulocitov 
 
Iz približno 5 x 106 granulocitov smo z reagenčnim kompletom QIAamp DNA Mini Kit (kat. št. 
51306, QIAGEN, ZDA) izolirali DNA. Izolacijo DNA smo izvedli po navodilih proizvajalca 
reagenčnega kompleta QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) 101. V postopku najprej izvedemo lizo 
celic z inkubacijo v posebnem pufru za lizo, ki mu dodamo proteinazo K. Vzorec se v naslednjem 
koraku prenese na kolono s steklenimi vlakni, ki pod danimi pogoji specifično vežejo DNA. Izvede 
se centrifugiranje, filtrat se zavrže, vezana DNA ostane na steklenih vlaknih v koloni. S spiranjem 
kolone z različnimi pufri v postopkih zaporednega centrifugiranja odstranimo vse nečistoče, kot so 
soli, proteini in drugi celični ostanki. Vezana nukleinska kislina (DNA) se na koncu postopka spere 
iz kolone s pufrom za spiranje ali vodo, ki oslabita interakcije, s katerimi je DNA vezana na kolono. 
Izolirana DNA je običajno čista, brez soli, proteinov in drugih celičnih nečistoč, primerna za 
različne molekularno-genetske analize. V zadnjem koraku smo DNA iz steklenih vlaken v koloni 




Reagenčni komplet QIAamp DNA Mini Kit (kat. št. 51306, QIAGEN, ZDA) vsebuje: 
Pufer AL:  V vsaki od dveh epruvet je 33 ml pufra. 
Pufer ATL: Ena epruveta vsebuje 50 ml pufra. 
Pufer AW 1: Ena epruveta vsebuje 98 ml pufra, ki smo mu pred prvo uporabo dodali 130 ml 
absolutnega etanola p.a. 
Pufer AW 2: Ena epruveta vsebuje 66 ml pufra, ki smo mu pred prvo uporabo dodali 160 ml 
absolutnega etanola p.a. 
Pufer AE: Epruveta vsebuje 128 ml pufra za spiranje. 
25 tablic z 10 posamezno pakiranimi filtrskimi in zbiralnimi epruvetami: 
Polipropilenske epruvete - kolone, imajo dve plasti steklenih vlaken, ki vežejo nukleinske kisline. 
Rezervoar drži do 700 µl vzorca. Kolone so že sestavljene z zbiralnimi epruvetami. Kolone in 
zbiralne epruvete so sterilne in brez prisotnih encimov RNaz in DNaz.  
10 vrečk s 50 zbiralnimi epruvetami, 2 ml: Te epruvete so sterilne in brez prisotnih encimov RNaz 
in DNaz. 
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Proteinaza K (6 ml): Se shranjuje pri sobni temperaturi v škatli reagenčnega kompleta. Encim ima 
aktivnost 600 mAU /mL (40 mAU /mg). 
Fosfatni pufer s soljo (PBS)  
Enak kot v poglavju 3.2.2.1. Fosfatni pufer s soljo. 
Absolutni etanol, p.a. 
 
 
3.2.3.2. Naprave in oprema 
 
1,5 ml sterilne mikrocentrifugirke, epruvete za zamrzovanje, proste DNaz, sterilni nastavki s filtrom 
(prosti RNaz in DNaz), nosilci za epruvete in pipete, pipete (10, 100 in 1000 µl), sistemi za sterilno 
filtracijo tekočin (TPP ali njegovi analogi), centrifuge, orbitalni mešalniki, komore, ki omogočajo 
sterilno delo, digestorij, hematološki analizator, tehtnica, pH meter. 
 
3.2.3.3. Postopek izolacije DNA iz levkocitov, granulocitov 
 
1. Vzorce odtalimo in/ali ogrejemo na sobno temperaturo. 
2. Termoblok segrejemo na 56 ºC. 
3. 5 x 106 celic resuspendiramo v 200 µl pufra PBS (oz. preverimo, da je to narejeno). 
4. K 200 µl vzorca celic dodamo 20 µl proteinaze K in 200 µl pufra AL. 
5. Premešamo z vorteksiranjem 15 sekund. 
6. Kratko centrifugiramo.  
7. Vzorce inkubiramo v termobloku za 10 min pri 56 ºC. 
8. Kratko centrifugiramo. 
9. Dodamo 200 µl absolutnega etanola. 
10. Premešamo na orbitalnem mešalcu 15 sekund. 
11. Kratko centrifugiramo. 
12. Celotno raztopino prenesemo na kolone v zbiralnih epruvetah. 
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13. Centrifugiramo za 1 min pri 8000 x g. 
14. Po centrifugiranju zavržemo zbiralno epruveto in znova sestavimo kolono z novo zbiralno 
epruveto. 
15. Dodamo 500 µl pufra AW 1. 
16. Centrifugiramo za 1 min pri 8000 x g. 
17. Po centrifugiranju zavržemo zbiralno epruveto in znova sestavimo kolono z novo zbiralno 
epruveto. 
18. Dodamo 500 µl  pufra AW 2. 
19. Centrifugiramo za 3 min pri 16100 x g. 
20. Vstavimo kolono v 1,5 mL mikrocentrifugirko. 
21. Dodamo 200 µl pufra AE ali destilirane vode.   
22. Inkubiramo na sobni temperaturi 5 min. 
23. Centrifugiramo za 1 min pri 8000 x g. 
24. Vzorec DNA označimo in ga shranimo v zamrzovalniku pri -20 °C v ustrezno škatlo.  
 
3.2.4. Določitev koncentracije DNA  
 
Koncentracijo DNA smo izmerili z metodo fluorometrije. Metoda temelji na vzbujanju 
fluorescence snovi (fluorofora), ki se veže v dvoverižno DNA, s snopom svetlobe omejene valovne 
dolžine (npr. LED svetloba) in merjenjem značilne valovne dolžine izsevane fluorescenčne 
svetlobe. S primerjavo s priloženimi standardi se nato izmerjena količina fluorescence pri vzorcih 
pretvori v koncentracije DNA. 
Za merjenje koncentracije DNA z metodo fluorometrije smo uporabili reagenčni komplet QUBIT 
dsDNA HS assay (kat. št. Q32854; Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, ZDA). Meritev smo 
izvedli s fluorometrom Qubit 3.0 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific). Reagenčni komplet 
vsebuje: 
- Reagent QUBIT® dsDNA HS (200X koncentrat v dimetilsulfoksid (DMSO), hranjen pri 
sobni T), 
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- pufer QUBIT dsDNA HS (hranjen pri sobni T), 
- STANDARD 1QUBIT dsDNA HS (0 ng/µL v pufru Tris-EDTA (TE), hranjen pri 2-8 
°C), 
- STANDARD 2 QUBIT dsDNA HS (10 ng/µL v pufru TE, hranjen pri 2-8 °C). 
Za merjenje koncentracije DNA na fluorometrih tipa Qubit smo uporabili specialne 
mikrocentrifugirke volumna 0,5 mL (Qubit™ Assay Tubes, kat.št. Q32856, Invitrogen, Thermo 
Fischer Scientific, ZDA). 
 
3.2.4.1. Postopek merjenja koncentracije DNA s fluorometrom QUBIT 3.0 (Qiagen) 
 
1. Pripravili smo označene 0,5 mL mikrocentrifugirke za standarda (standard 1 in 2) in vzorce. 
2. Pripravili smo delovno raztopino reagenta Qubit dsDNA HS tako, da smo ga redčili s 
pufrom Qubit dsDNA HS v razmerju 1:200.  
3. V mikrocentrifugirke, namenjene standardom, smo dodali 190 µL delovne raztopine 
reagenta Qubit dsDNA HS in 10 µL standarda. Mikrocentrifugirke z raztopino smo premešali z 
orbitalnim mešalnikom  2 - 3 sekunde tako, da nismo ustvarili mehurčkov.  
4. V mikrocentrifugirke za vzorce smo dodali od 180 do 199 µL delovne raztopine reagenta 
Qubit dsDNA HS in od 1 do 20 µL vzorca tako, da je končni volumen znašal 200 µL. 
Mikrocentrifugirke z raztopino smo premešali z orbitalnim mešalnikom 2 - 3 sekunde tako, da 
nismo ustvarili mehurčkov.  
5. Vse mikrocentrifugirke smo inkubirali 2 minuti pri sobni temperaturi. 
6. Na zaslonu naprave smo izbrali vrsto nukleinske kisline - DNA in nato metodo dsDNA 
HS. 
7. Najprej smo izmerili koncentracijo standardov v pravilnem vrstnem redu, najprej 1. in nato 
2. standard. V napravo smo vstavili mikrocentrifugirko in zaprli pokrov ter pritisnili oznako READ. 
8. Na enak način smo analizirali še vzorce. Rezultate smo zabeležili na list papirja. 
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3.2.5. Ugotavljanje genetskih različic v genu CALR 
 
3.2.5.1. Uvod  
 
Prisotnost somatskih genetskih različic v eksonu 9 gena CALR (referenčna sekvenca 
NM_004343.3) smo določali s presejalno metodo visokoločljivostne talilne analize (angl. »High 
Resolution Melt«, HRM) produktov kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem času 
(qPCR). Po končani reakciji in analizi smo produkte qPCR analizirali še z agarozno gelsko 
elektroforezo. Če se je oblika krivulje HRM vzorca popolnoma ujemala z eno izmed oblik krivulj 
HRM za pozitivno ali negativno kontrolo in je analiza velikosti produktov qPCR z agarozno gelsko 
elektroforezo potrdila dobljeni rezultat, vzorcev ni bilo potrebno sekvencirati.  
Metoda HRM temelji na pomnoževanju željenega področja DNA z verižno reakcijo s polimerazo 
(angl. »polymerase chain reaction« – PCR) v prisotnosti fluorescentnega barvila, ki se vgradi v 
dvoverižno DNA (angl. »double stranded DNA« – dsDNA). Fluorescentno barvilo dobro oddaja 
svetlobo, ko je vezano v dsDNA, in slabo, ko je DNA v nevezanem stanju. Po postopku PCR sledi 
postopno poviševanje temperature, s čimer pride do denaturacije DNA in nastanka talilnega 
profila, ki prikazuje odvisnost intenzitete fluorescence od temperature, kar je prikazano na talilni 
krivulji (Sliki 5 in 6). Vrh talilne krivulje je talilna temperatura, pri kateri je 50 % DNA v dvoverižni 
obliki in 50 % v enoverižni. Talilni profil je odvisen od nukleotidnega zaporedja, vsebnosti 
nukleotidov GC, heterozigotnosti pomnoženega dela DNA in dolžine produkta PCR. Oblika 
talilne krivulje je pri nemutiranem CALR drugačna od oblike talilne krivulje pri mutacijah tipa 1 ali 
tipa 2, kar pri metodi HRM izkoriščamo za ločevanje med nemutiranim in mutiranim CALR. 
Obliko talilne krivulje vzorca primerjamo z znanimi oblikami talilnih krivulj za nemutiran CALR, 
mutacijo tipa 1 in mutacijo tipa 2. Za vse ostale mutacije lahko z metodo HRM zaznamo drugačno 
obliko krivulje, ki se ne prilega nobeni od znanih, ne moremo pa opredeliti natančnega 
nukleotidnega zaporedja. 
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Slika 5: Odvisnost intenzitete fluorescence od temperature. Na sliki so prikazane talilne krivulje za nemutiran CALR 
(negativna kontrola), mutacijo tipa 1 (CALR del 52 bp)  in mutacijo tipa 2 (CALR ins 5 bp). Vir: Bilbao-Sieyro s 
sodelavci, 2014 102 
 
 
Slika 6: Odvisnost intenzitete fluorescence od temperature. Na sliki so prikazani diferenčni diagrami za bolnikov 
vzorec, nemutiran CALR (negativna kontrola), mutacijo tipa 1 (pozitivna kontrola – CALR del 52 bp)  in mutacijo tipa 
2 (pozitivna kontrola – CALR ins 5 bp). Vir: Park s sodelavci, 2015 103 
 
V primeru, da smo z metodo HRM ugotovili prisotnost mutacije CALR, ki ni bila tipa 1 ali tipa 2, 
ali je na to možnost nakazoval rezultat agarozne gelske elektroforeze, in ne krivulja HRM vzorca, 




Reakcijska zmes za visokoločljivostno talilno analizo MeltDoctor HRM MasterMix 
MeltDoctor HRM MasterMix je komercialno pripravljena 2X reakcijska zmes proizvajalca Applied 
Biosystems, Thermo Fischer Scientific, ZDA (kat. št. 4415440) in vsebuje AmpliTaqGold® 360 
DNA Polymerase, MeltDoctor trade HRM barvilo, dNTP z dUTP, magnezijeve soli in ostale 
puferske sestavine, ki omogočajo optimalno delovanje reakcijske zmesi.  
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Za analizo smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so bili že objavljeni v literaturi 14: 
- Smerni (forward, F) oligonukleotid: 
CALRex9 – F: 5′-GGCAAGGCCCTGAGGTGT-3′ 
- Protismerni (reverse, R) oligonukleotid: 
CALRex9 – R: 5′-GGCCTCAGTCCAGCCCTG-3′ 
Uporabili smo začetne oligonukleotide, ki so bili očiščeni z metodo tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti (HPLC) in poslani v laboratorij v liofilizirani obliki. Pred uporabo smo ju raztopili 
s sterilno, RNaz in DNaz prosto vodo, na koncentracijo 100 pmol/µL (matična raztopina) in nato 
še na 10 pmol/µl (10 µM; delovna raztopina). 
Voda 
Sterilna voda, prosta RNaz in DNaz, za pripravo raztopin. 
E-Gel EX 4 % 
Predpripravljen agarozni gel v plastičnem okvirju za enkratno uporabo z deležem agaroze 4 % 
(Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, ZDA). Vsebuje fluorescentno barvilo SYBR Gold, ki 
omogoča zaznavo madežev nukleinskih kislin po elektroforezi. Namenjen je za elektroforezo do 
10 vzorcev sočasno. Elektroforeza se vrši na napravi sistema za agarozno gelsko elektroforezo E-
gel, na napravi E-Gel iBase Power system. 
Standard velikosti nukleinskih kislin TrackIT 100 bp DNA Ladder 
Standard velikosti nukleinskih kislin TrackIT 100 bp DNA Ladder (kat.št. 10488058, Invitrogen, 
Thermo Fischer Scientific, ZDA) je namenjen za določitev velikosti nukleinskih kislin. TrackIT 
100 bp DNA Ladder je pripravljen za uporabo. Vsebuje fragmente DNA z velikostmi 100, 200, 
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 in 2000 bp (koncentracija 0,1 μg/μl), ki so 
zmešani z 6X TrackIt Cyan/Orange nanašalnim pufrom. Za lažjo orientacijo so velikosti pri 600, 
1500 in 2000 bp po elektroforezi in vizualizaciji odebeljeni. 
Reagenčni komplet ExoSap – IT  
Reagenčni komplet ExoSap – IT (kat. št. 78201, Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific) 
je namenjen za čiščenje produktov PCR (ali qPCR). Je mešanica dveh hidrolitičnih encimov, 
eksonukleaze 1 (angl. »exonuclease I«) in alkalne fosfataze morskega rakca (angl. »shrimp alkaline 
phosphatase«). Eksonukleaza I razgradi enoverižne začetne oligonukleotide in druge enoverižne 
molekule nukleinskih kislin, alkalna fosfataza hidrolizira preostale neporabljene dNTP-je. 
Reagenčni komplet ne razgradi dvoverižne DNA. Encima delujeta optimalno pri +37 °C. Oba sta 
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temperaturno labilna, deaktiviramo ju z inkubacijo pri +80 °C. Prav tako sta encima aktivna v 
pufrih, ki se uporabljajo med reakcijami PCR in zato ni potrebno dodajati dodatnih pufrov za 
čiščenje produktov PCR ob uporabi reagenčnega kompleta ExoSap - IT. Postopek čiščenja 
produktov reakcije PCR je hiter (30 min) in poteka v eni mikrocentrifugirki, ki jo lahko uporabimo 
v nadaljnjih analizah, pri tem pa ne pride do izgube vzorcev. 
Reagenčni komplet za sekvenciranje po Sangerju Big Dye Terminator v1.1. Cycle Sequencing Kit  
Za izvedbo sekvenciranja po Sangerju smo uporabili reagenčni komplet Big Dye Terminator v1.1. 
Cycle Sequencing Kit, proizvajalca Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific (kat. št. 
4337450- za 100 reakcij), ki vsebuje reakcijsko zmes BigDye terminator v1.1 Sequencing Ready 
Reaction Mix in koncentrirani sekvenčni pufer (5X BigDye sequencing Buffer). Vsebuje tudi 
oligonukleotide M13 in kontrolno DNA pGEM, ki pa je v naših preiskavah nismo potrebovali.   
- Reakcijska zmes BigDye terminator v1.1 Sequencing Ready Reaction Mix  
BigDye Terminator v1.1 (BigDye terminator v1.1 Sequencing Ready Reaction Mix - 2,5) je 
mešanica deoksinukleotidov, DNA-polimeraze in flourescentno označenih dideoksinukleotidov. 
Komercialno dostopna je 2,5x raztopina. Ko raztopino prvič odtalimo, jo alikvotiramo po 100 µL 
v 1,5 ml sterilne mikrocentrifugirke, ki jih shranimo v zamrzovalniku pri -20 °C. 
- Pufer BigDye sequencing Buffer  
Je pufer (v1.1 - BigDye), ki omogoča optimalno delovanje DNA-polimeraze v mešanici BigDye 
terminator v1.1 Sequencing RR. Je 5x raztopina, ki se shranjuje v hladilniku pri +2 – 8 °C. Ob prvi 
uporabi na vialo napišemo datum začetka uporabe. 
- Začetni oligonukleotidi (ZON) 
Z začetnimi oligonukleotidi določimo področje nukleinskih kislin, ki jim želimo določiti 
nukleotidno zaporedje. Običajno uporabljamo začetne oligunukleotide s koncentracijo 10 pmol/ 
µL. Začetni oligonukleotidi so specifični za preiskovano področje tarčnega gena. 
- Sterilna, RNaz in DNaz prosta, voda   
Z vodo dopolnimo reakcijo sekvenčnega PCR do končnega volumna 20 µL ter pripravimo 
raztopine začetnih oligonukleotidov in reagentov za čiščenje sekvenčne reakcije. Uporabljamo 
sterilno vodo, ki je prosta DNaz in RNaz. Shranjena je v zamrzovalniku pri -20 °C. 
- Reagenčni komplet BigDye XTerminator Purification kit   
Reagenčni komplet BigDye XTerminator Purification kit (Applied Biosystems kat.št. 4376486) je 
namenjen čiščenju produktov sekvenčne reakcije pred nanosom vzorcev na napravo za določanje 
nukleotidnih zaporedij ali sekvenciranje (sekvenator). Celotni reagenčni komplet se shranjuje v 
hladilniku pri +2 do 8 °C in se ne sme zamrzovati. Sestavljen je iz dveh epruvet z raztopino BigDye 
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XTerminator solution  (2 ml) in raztopine SAM (9 ml). Reagenčni komplet je uporaben do datuma, 
zabeleženega na embalaži. 
Pripomočki in naprave 
Naprava qPCR ViiA 7 (Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, ZDA), naprava za 
sekvenciranje po Sangerju ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, ZDA), 
naprava E-Gel iBase Power System za elektroforezo nukleinskih kislin E-gel (Invitrogen, Themo 
Fischer Scientific, ZDA), foto-dokumentacijski sistem NuGenius (Syngene, Velika Britanija), 
naprava za PCR (tipa Veriti, SimpliAmp oba Applied BioSystems, Thermo Fischer Scientific ali 
njuna analoga) naprava za segrevanje - termoblok, mikrotitrske ploščice MicroAmp® Fast Optical 
96-Well Reaction Plate (0.1µL) (kat. Št. 4346907, Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, 
ZDA), sterilne 0,2 ml mikrocentrifugirke (MicroAmp™ Reaction Tube with Cap, 0.2 mL, 
autoclaved), 1,5 ml sterilne mikrocentrifugirke (proste RNaz in DNaz), centrifuge, pipete 0,5-10 
µL, 10 – 100 µL, 100 – 1000 µL, sterilni, RNaz in DNaz prosti, nastavki s filtrom, nosilci za epruvete 









Pri vsakem ugotavljanju prisotnosti genetskih različic v eksonu 9 gena CALR z metodo HRM smo 
vključili ustrezne kontrolne vzorce (kontrole). Za pozitivno in negativno kontrolo smo vzeli vzorce 
preiskovancev z znanim rezultatom, za negativno kontrolo brez DNA smo namesto DNA v 
reakcijsko zmes dodali sterilno, RNaz in DNaz prosto vodo: 
a) Pozitivni kontroli 
V vsako analizo smo vključili vzorca bolnikov, kjer smo predhodno že določili prisotnost genetske 
različice v eksonu 9 gena CALR. Eden je imel prisotno genetsko različico tip 1 (delecija 52 baznih 
parov (bp); NM_004343.3 (CALR): c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46)), drugi vzorec je imel 
različico tip 2 (insercija 5 bp; NM_004343.3 (CALR): c.1154_1155insTTGTC, 
p.(Lys385Asnfs*47)).  
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b) Negativna kontrola 
Kot negativno kontrolo smo uporabili vzorec bolnika, pri katerem predhodno nismo določili 
prisotnost genetske različice v eksonu 9 gena CALR. 
c) Negativna kontrola brez DNA 
Pri negativni kontroli brez DNA smo uporabili isto sterilno, RNaz in DNaz prosto vodo, ki smo 
jo uporabili pri pripravi reakcije HRM. Oznaka NTC.  
 
Izvedba analize ugotavljanja različic v genu CALR 
 
Analizo vzorca smo opravili na mikrotitrski ploščici z 96 vdolbinicami. Vse vzorce in kontrole smo 
analizirali v enojniku. Vzorce in kontrolne DNA, ki smo jih uporabili pri analizi HRM, smo redčili 
z elucijskim pufrom iz kompleta za izolacijo DNA QiaAmp DNA mini kit na koncentracijo 20 
ng/µL.  
1. Reakcijsko zmes za qPCR in HRM smo pripravili v 1,5 mL sterilni epruveti. 
2. V skladu s Tabelo 10 smo pripravili reakcijsko zmes za ustrezno število reakcij in pri tem 
zaradi izgub pri pipetiranju prišteli še vsaj 1 reakcijo.  
Tabela 10: Priprava reakcijske zmesi za ugotavljanje genetskih različic v eksonu 9 gena CALR s presejalno metodo HRM 
Reagent / število reakcij 1X 
Sterilna voda 8,6 µL 
MeltDoctor HRM MasterMix 10,0 µL 
Oligonukleotid CALRex9 – F 0,2 µL 
Oligonukleotid CALR ex9 – R 0,2 µL 
Vsota 19,0 µL 
 
3. Reakcijsko zmes smo premešali z obračanjem epruvete ter kratko centrifugirali - 'spin 
down'. 
4. 19 μL reakcijske zmesi smo oddelili v ustrezne vdolbinice na mikrotitrski  ploščici.  
5. K 19 μl reakcijske zmesi smo dodali 1 μL redčene DNA. 
6. Mikrotitrsko ploščico smo kratko centrifugirali pri približno 780 x g, 1 min in sobni 
temperaturi ter prenesli v inštrument qPCR ViiA 7. V napravi smo izbrali ustrezen program, vpisali 
oznake vzorcev in kontrol ter preverili pogoje reakcije (Tabela 11). 
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7. Po končani reakciji qPCR smo izvedli analizo HRM in analizo velikosti produktov qPCR z 
agarozno gelsko elektroforezo. 
Tabela 11: Pogoji reakcije za ugotavljanje genetskih različic v eksonu 9 gena CALR z metodo HRM na inštrumentu ViiA 7 real-time 
qPCR system (Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 
Analiza velikosti produktov qPCR z agarozno gelsko elektroforezo  
 
Po izvedbi HRM analize smo rezultate, pridobljene z analizo HRM, potrdili z elektroforezo na 
agaroznem gelu. Elektroforeza na agaroznem gelu je enostaven in zelo učinkovit način ločevanja 
fragmentov DNA različnih velikosti 104. Agaroza je izolirana iz rodov morskih alg in je sestavljena 
iz ponavljajočih se podenot agarobioze (L- in D-galaktoze) 105. Med procesom želiranja se agarozni 
polimeri ne-kovalentno povezujejo in tvorijo mrežo. Velikosti por v mreži določajo molekularne 
lastnosti gela. Za ločitev DNA z elektroforezo v agaroznem gelu se vzorci DNA nanesejo v vnaprej 
pripravljene vdolbinice v gelu, nato se uporabi električni tok. DNA je zaradi številnih molekul 
fosfata negativno nabita, zato bodo delci DNA, ko jih postavimo v električno polje, potovali proti 
pozitivno nabiti anodi. Ker ima DNA enotno razmerje med maso in nabojem, se molekule DNA 
ločijo po velikosti znotraj agaroznega gela, tako da je prepotovana razdalja obratno sorazmerna 
logaritmu njegove molekulske mase 106. Hitrost potovanja DNA skozi gel je odvisna od velikosti 
molekule DNA, koncentracije agaroze, konformacije DNA, uporabljene napetosti, prisotnosti 
etidijevega bromida, vrste agaroze in sestave pufra za elektroforezo. Po ločitvi lahko molekule 
DNA opazujemo pod UV svetlobo po obarvanju z ustreznim barvilom. Agarozna gelska 




1 Aktivacija encima DNA Polimeraza 
95 °C 10 min 1 x 
2 Denaturacija DNA 





62,5 °C 60 s 
HRM 
4 
Visokoločljivostna talilna krivulja 
95 °C 10 s 
1 x  
5 
60 °C 60 s 1 x 
6 
95 °C 15 s Ramp rate 
0,025 °C/s 
7 
60 °C 15s 1 x 
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elektroforeza za ločevanje fragmentov DNA je od pričetka njene uporabe pred približno 50. leti 
ena najbolj vsestranskih in uporabnih metod v raziskavah naravoslovnih znanosti 107. 
V naši raziskavi smo za analizo velikosti produktov qPCR uporabili gelski elektroforezni sistem E-
gel podjetja Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, ZDA. Sistem združuje pred-pripravljen 
agarozni gel v plastičnem okvirju (za enkratno uporabo) ter napravo za elektroforezo (za večkratno 
uporabo). Pred-pripravljeni agarozni geli EX-gel, ki smo jih uporabili v naših analizah, lahko 
vsebujejo različne deleže agaroze in ne vsebujejo etidijevega bromida, temveč fluorescentno barvilo 
SYBR Gold, ki omogoča zaznavo fragmentov nukleinskih kislin po elektroforezi. Naprava E-Gel 
iBase Power System omogoča elektroforezo in tudi zaznavo nukleinskih kislin med samim 
potekom elektroforeze ob uporabi transiluminatorja. Po končani elektroforezi smo za vizualizacijo, 
analizo in shranjevanje slik elektroforeze uporabili foto-dokumentacijski sistem NuGenius, 
proizvajalca Syngene. Naprava NuGenius je sestavljen iz kamere in komore z UV- in drugimi LED-
lučmi. Sistem nam omogoča elektronsko obdelavo rezultatov elektroforeze. Rezultate lahko 
shranimo v elektronski obliki in jih natisnemo. 
Delovni postopek 
 
Po končani analizi HRM smo 10 µl vzorca in kontrol analizirali z agarozno gelsko elektroforezo s 
4 % agaroznim EX-gelom.  
1. EX-Gel smo vzeli iz ovoja, odstranili glavniček ter ga vložili v napravo po navodilih 
proizvajalca. Pravilno vstavljen gel pomeni, da je del gela z žepki pri vrhu baze, pri delu z 
indikatorsko lučko. Če je gel pravilno vstavljen, se na napravi prižge rdeča luč.  
2. V žepek z oznako M smo nanesli 20 µL pripravljene raztopine DNA znanih velikosti 
(standarda velikosti DNA). Raztopino smo pripravili tako, da smo  v 17 µL vode dodali 3 µl 
raztopine standarda velikosti DNA. V ostale žepke smo nanesli 20 µL vzorca (zmes 10 µl vzorca 
in 10 µL sterilne, RNaz in Dnaz proste, vode). V prazne, nezasedene žepke, smo nanesli 20 µL 
vode. 
3. Takoj po nanosu vzorcev smo s krajšim pritiskom na tipko MODE (stikalo za iskanje 
programov) in stikaloma za pomik po programih in nastavitev časa nastavili program za 
elektroforezo. Čas trajanja elektroforeze je bil nastavljen na 10 minut.  
4. S pritiskom na tipko GO (stikalo za vklop in izklop) smo zagnali elektroforezo.  
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5. Po preteku nastavljenega časa za elektroforezo se je naprava samodejno izključila in z 
zvočnim signalom opozorila, da je postopek zaključen.  
6. Po končani elektroforezi smo za vizualizacijo, analizo in shranjevanje slik elektroforeze 
uporabili foto-dokumentacijski sistem NuGenius proizvajalca Syngene. Rezultat elektroforeze je 
prikazan na Sliki 7. Čas elektroforeze se lahko podaljša, če ne dobimo zadostne ločljivosti 
fragmentov produktov PCR ali qPCR. 
 
 
Slika 7: Gelska elektroforeza na agaroznem gelu – prikaz rezultata. Vir: KOH SHL, analiza CALR  
M, standardi velikosti DNA; +Kdel, pozitivna kontrola (del 52 bp); +Kins (pozitivna kontrola, ins 5 bp); -
K, negativna kontrola; NTC, voda (negativna kontrola); Z0119, Z0120, Z0122, Z0123, Z0147, Z0163, 
analizirani vzorci 
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Sekvenciranje po Sangerju 
 
Leta 1977 je Sanger s sodelavci razvil tehniko določanja nukleotidnega zaporedja DNA, ki še danes 
predstavlja največji preboj v napredku tehnologije DNA sekvenciranja 108 . Tehnika zaključevanja 
verige DNA uporablja kemične analoge deoksiribonukleotidov (dNTP), ki so monomeri verige 
DNA. Dideoksinukleotidi (ddNTP) nimajo 3' hidroksilne skupine, ki je potrebna za podaljševanje 
verig DNA. Ti nukleotidi ne morejo tvoriti vezi s 5' fosfatom naslednjega dNTP, zato se sinteza 
DNA verige ustavi 109. Dodatek radioaktivno označenih ddNTP v reakcijo podaljševanja DNA 
povzroči nastanek fragmentov DNA različnih dolžin, saj se dideoksinukleotidi naključno 
vgrajujejo, medtem ko se veriga DNA podaljšuje, in ustavijo nadaljnje podaljševanje verige DNA. 
Z izvedbo štirih vzporednih reakcij, ki vsebujejo vsak posamezni nukleotid ddNTP na različnih 
stezah poliakrilamidnega gela, lahko ugotovimo, kakšno je nukleotidno zaporedje v vzorcu. Sprva 
so bili dideoksinukleotidi označeni z enakim radioizotopom, zato so reakcije potekale v ločenih 
reakcijskih mešanicah. Kasneje so dideoksinukleotide označevali z različnimi fluorescentnimi 
barvili, kar je olajšalo reakcijo z vsemi štirimi dideoksinukleotidi v isti reakcijski mešanici. Metoda 
se je razvila do razvoja avtomatiziranih naprav za sekvenciranje DNA, ki jih danes imenujemo 
naprave za sekvenciranje DNA prve generacije 110. Rezultat sekvenciranja se izpiše kot 
kromatogram oz. elektroferogram. Pridobljene podatke analiziramo z bioinformacijskimi orodji, s 




Vzorce qPCR smo po analizi HRM zavili v aluminijasto folijo in zamrznili pri -20 °C. Pred 
sekvenciranjem smo vzorce odtalili in prečistili z reagenčnim kompletom ExoSap -IT. Pri 
sekvenciranju smo uporabili enake oligonukleotidne začetnike, kot so bili uporabljeni za analizo 
HRM.  
 
Čiščenje produktov qPCR z reagenčnim kompletom ExoSap – IT 
 
1. V sterilne 0,2 mL mikrocentrifugirke smo dodali 5,0 µl produktov reakcije qPCR.  
2. K vzorcem smo dodali 2,0 µL reagenčnega kompleta ExoSap - IT in reagenčni komplet 
čim hitreje vrnili v zamrzovalnik. 
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3. Mikrocentrifugirke s produkti reakcije qPCR in reagenčnim kompletom ExoSap - IT smo 
premešali z obračanjem epruvete in kratko centrifugirali. 
4. Vzorce smo inkubirali 15 min pri +37 °C (termoblok). 
5. Encima smo inaktivirali z 15 min inkubacijo pri + 80 °C (termoblok). 
6. Vzorce smo ohladili in kratko centrifugirali. 
Po čiščenju smo 1/10 vzorca nanesli na agarozno gelsko elektroforezo in ocenili količino vzorca, 
ki ga potrebujemo za sekvenčno reakcijo glede na intenziteto fragmenta na agaroznem gelu. Na gel 
smo običajno nanesli 4 µL produkta PCR oz. qPCR. 
 
Priprava in izvedba sekvenčne reakcije PCR 
 
Reagenti za izvedbo sekvenčne reakcije se shranjujejo v hladilniku pri +2 do 8 °C in v 
zamrzovalniku pri -20 °C.  
1. Na sobni temperaturi smo odtalili alikvot reakcijske zmesi 2,5 x BigDye Terminator v1.1, 
vodo, začetne oligonukleotide ter vzorce nukleinskih kislin.  
2. Po odtajanju smo reagente premešali z orbitalnim mešalnikom in kratko centrifugirali . 
Vzorce nukleinskih kislin smo rahlo premešali. 
Tabela 12: Priprava reakcijske zmesi za sekvenčno reakcijo, če v le - to dodamo 1 μl očiščenih produktov reakcije PCR. Reakcijsko 
mešanico oddelimo po 19,0 μl. 
 
Reagent / število reakcij 1 
Voda                              14,2 L 
Sek. pufer BigDye 3,5 L 
Ready reaction premix  1,0 L 
ZON (10 pmol/l)       0,32 L 
Vsota                             19,0 L 
 
3. V skladu s Tabelo 12 smo pripravili reakcijsko zmes. Količina vzorca se lahko spreminja 
do 6 µL, ustrezno s tem se spremeni količina vode.   
4. Na mikrotitrsko ploščico smo oddelili od 14,0 do 19,0 µL reakcijske zmesi, kar je bilo 
odvisno od količine dodanih prečiščenih produktov PCR oz. qPCR. 
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5. V sekvenčno reakcijo smo dodali le en začetni oligonukleotid, koncentracija ZON je bila 
običajno 10 pmol/µL). 
6. Dodali smo vzorec nukleinskih kislin (1 - 6 µL; vzorec nukleinskih kislin se mora videti na 
agaroznem gelu). 
7. Mikrotitrsko ploščico smo nato kratko centrifugirali in jo prenesli v napravo za PCR. Če 
vzorcev v napravo za PCR ne prenesemo takoj, jih do takrat shranimo na hladnem, a jih ne 
zamrzujemo. 
8. Nastavili smo pogoje sekvenčne reakcije PCR. Pogoji sekvenčne reakcije PCR so prikazani 
v Tabeli 13.  
Tabela 13: Pogoji sekvenčne reakcije PCR 
Temperatura čas št. ciklov 
96 ºC 1 min 1 
96 ºC 10 s  
50 ºC 5 s 25 
60 ºC 4 min  
4 ºC  1 
 
9. Po končani sekvenčni reakciji smo produkte reakcije PCR očistili z reagenčnim kompletom 
BigDye XTerminator Purification kit.  
 
Čiščenje produktov sekvenčne reakcije PCR z reagenčnim kompletom BigDye XTerminator Purification 
kit 
 
1. Po končani reakciji PCR smo mikrotitrsko ploščico vzeli iz naprave PCR in jo kratko 
centrifugirali. 
2. Najprej smo preverili, da v reagentu SAM Solution ni oborine. Če je bila oborina prisotna, 
smo raztopino segreli na +37 °C, premešali in ohladili na sobno temperaturo. 
3. 10 µL produkta PCR smo dodali 45 µL reagenta SAM Solution.  
4. Reagent BigDye Xterminator Solution smo premešali, da so se delci v raztopini 
enakomerno porazdelili. 
5. K 10 µL produktov sekvenčne reakcije PCR z dodanim reagentom SAM smo dodali 10 µL 
reagenta BigDye Xterminator Solution. 
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6. Mikrotitrsko ploščico smo prelepili s prozorno folijo in preverili, da je zatesnjena vsaka 
luknjica. 
7. Mikrotitrsko ploščico smo stresali 30 minut na maksimalni hitrosti stresalnika (priporočljivo 
je stresanje v hladilniku, v temi). 
8. Mikrotitrsko ploščico smo centrifugirali približno 2 minuti pri približno 780 x g. 
9. 10 - 30 µl supernatanta smo prenesli v  posebne sterilne mikrocentrifugirke,  (po 8 
centrifugirk je nanizanih skupaj). Sklope, trakove teh mikrocentrifugirk smo vstavili v nosilec  v 
sekvenatorju. 
10. Sekvenator smo pripravili in zagnali v skladu z navodili proizvajalca (ABI PRISM® 310 
Genetic Analyzer User Guide, Part Number 4317588 Rev. B, 2010).  
 
Obdelava in analiza rezultatov sekvenciranja po Sangerju 
 
Sekvenator vsebuje programe za obdelavo in analizo rezultatov sekvenciranja. Po zaključku se 
tvorijo datoteke, med njimi tudi datoteka *.ab1, ki smo jo uporabili za vizualizacijo kromatograma 
oz. elektroferograma in za pridobitev nukleotidnega zaporedja v obliki zaporedja črk, ki označujejo 
posamezne nukleotide (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer User Guide, Part Number 4317588 
Rev. B, 2010). Za vizualizacijo kromatograma oz. elektroferograma in pridobitev nukleotidnega 
zaporedja smo dodatno uporabili tudi program BioEdit, verzija 7.2.5., 12.11.2013 111. 
 
3.2.6. Opredelitev novih genetskih sprememb  
 
Za opredelitev novih genetskih sprememb v genu CALR smo uporabili Katalog somatskih mutacij 
pri raku (angl. »The Catalogue of Somatic Mutations in Cancer« – COSMIC) 112 in Podatkovno 
zbirko človeškega gena (angl. »The Human Gene Mutation Database« –HGMD) 113. Mutacije, ki 
niso bile tipa 1 ali tipa 2, smo razvrstili kot tipu 1 ali tipu 2 podobne mutacije z algoritmom 
nagnjenosti vijačnice AGADIR 114. 
Glede na znan prognostični vpliv tipov mutacije CALR pri bolnikih s PMF 23, pri katerih je 
prognoza podobna pri bolnikih z mutacijami tipa 1/tipu 1 podobnimi mutacijami in mutacijami 
tipa 2/tipa 2 podobnimi mutacijami ter znano fiziološko vlogo CALR so bili raziskovalci mnenja, 
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da je razlog za razliko v fenotipu v različni sekundarni strukturi mutiranega CALR. V grobem lahko 
rečemo, da na sekundarno strukturo beljakovine vpliva zaporedje aminokislin v primarni strukturi.  
AGADIR je statistični aproksimacijski algoritem, ki izračuna nagnjenost vijačnice za 31 edinstvenih 
aminokislinskih zaporedij, ki so spremenjena zaradi mutacije CALR. S pomočjo algoritma lahko 
mutacije v genu CALR, ki niso niti tipa 1 niti tipa 2, razdelimo na tipu 1 in tipu 2 podobne mutacije 
115. Metoda AGADIR je bila potrjena v več študijah 23, 116. Algoritem AGADIR je dostopen na 
spletni strani www.agadir.crg.es . Rezultat napovedane nagnjenosti vijačnice na podlagi metode 
AGADIR je 33,62 za ne-mutiran CALR, 17,5 za tip 1 varianto CALR ter 40,02 za tip 2 varianto 
CALR. Variante CALR z rezultatom napovedane nagnjenosti vijačnice blizu in nad vrednosti za 
ne-mutiran CALR so opredeljene kot tipu 2 podobne variante (razpon 30,95-44,89), variante CALR 
z rezultatom napovedane nagnjenosti vijačnice blizu in pod vrednosti za varianto tipa 1 so 
opredeljene kot tipu 1 podobne variante (razpon 4,97-25,12) 117. Za mutacije, ki jih ni med doslej 
opredeljenimi mutacijami po metodi AGADIR, je potrebno opredeliti aminokislinsko zaporedje, 
ki je posledica mutacije. Ta podatek vnesemo v protokol AGADIR, ki je dostopen na spletni strani, 
ki nam nato poda rezultat napovedane nagnjenosti vijačnice. Meja za razdelitev mutacij na tipu 1 
podobne in tipu 2 podobne je v tem primeru 26 % in manj za tipu 1 podobne mutacije in 30 % in 
več za tipu 2 podobne mutacije. Vrednosti AGADIR med 27 in 29 % so mejne vrednosti, v teh 
primerih tipa mutacije ne moremo uvrstiti med tipu 1 ali tipu 2 podobne mutacije, in mutacije ne 
moremo uporabiti kot napovednega kazalca bolezni 115. 
 
3.3. Analiza CALR-pozitivnih bolnikov 
 
CALR-pozitivne bolnike smo po potrditvi prisotnosti mutacije CALR glede na razpoložljive 
klinične in laboratorijske podatke ponovno diagnosticirali. ET smo potrdili na podlagi tedaj 
veljavnih kriterijev SZO 2008 2. Pri bolnikih brez opravljene biopsije kostnega mozga smo uporabili 
modificirane kriterije SZO 39. Druge podtipe MPN smo potrdili na podlagi kriterijev SZO 2008 2. 
Pri CALR-pozitivnih bolnikih smo ugotavljali pojav arterijske/venske tromboze v času opazovanja 
v Hematološki ambulanti.  
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3.4. Analiza bolnikov s trombocitozo  
 
Po izvedbi analize prisotnosti mutacije CALR smo med vsemi vključenimi bolniki opredelili 
bolnike, ki so bili v Hematološko ambulanto napoteni zaradi trombocitoze in ob tem suma na ET. 
Iz razpoložljive dokumentacije smo pri bolnikih zbrali podatke o starosti ob diagnozi, spolu, 
koncentraciji hemoglobina, hematokritu, številu eritrocitov, številu levkocitov in številu 
trombocitov ob diagnozi, opravljeni punkciji ali biopsiji kostnega mozga, prisotnosti mutacije 
MPL, pojavu trombotično-hemoragičnih zapletov pred diagnozo ali v času spremljanja v 
Hematološki ambulanti. Tem podatkom smo dodali podatek o prisotnosti mutacije CALR. Glede 
na razpoložljive podatke smo bolnike razvrstili na bolnike s primarno in sekundarno trombocitozo. 
Med bolniki s primarno trombocitozo smo opredelili bolnike s prisotno boleznijo ET glede na 
kriterije SZO 2008 2 oziroma modificirane kriterije SZO 39 ali velik klinični oziroma laboratorijski 
sum na ET. Bolnike z ET po kriterijih SZO 2008 2 ali modificiranih kriterijih SZO 39 ter bolnike z 
visokim kliničnim oziroma laboratorijskih sumom na ET smo opredelili kot bolnike z domnevno 
ET (Slika 8).  
  
Slika 8: Bolniki z domnevno ET 
 
Pri preostalih bolnikih s primarno trombocitozo smo opredelili drugo hematološko bolezen. Pri 
bolnikih s sekundarno trombocitozo smo opredelili druge bolezni ali stanja, ki so bila vzrok za njen 
pojav. Pri bolnikih z domnevno ET smo glede na razpoložljive podatke v podatkovni zbirki 



















Visok klinični oziroma 
laboratorijski sum na ET
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bolnike z domnevno ET smo primerjali po pogostnosti trombotičnih zapletov. Pri bolnikih, pri 
katerih je bila z opravljenimi preiskavami verjetnost sekundarne trombocitoze majhna, in hkrati 
bolezen ET ni bila potrjena po kriterijih SZO, smo določili pogostnost trombotičnih zapletov.  
 
3.5. Program umetne inteligence »Smart Blood Analytics« 
 
Na KOH UKC Ljubljana v sklopu računalniškega programa Hipokrat uporabljamo ekspertni 
sistem »Smart Blood Analytics« (SBA), ki omogoča ugotavljanje hematološke bolezni na podlagi 
krvne slike. Ekspertni sistem uporablja umetno inteligenco, ki s pomočjo retrogradnega učenja 
krvnih slik in diagnoz z veliko verjetnostjo ugotovi bolezen. Gre za model napovedovanja 
hematološke bolezni na podlagi laboratorijskih preiskav krvi. Pri zasnovi programa sta bila 
oblikovana dva modela strojnega učenja, razširjen model, ki je pri učenju upošteval 181 
laboratorijskih krvnih parametrov, ter model, ki je za učenje uporabil le omejen nabor 61 rutinskih 
laboratorijskih preiskav, ki jih običajno opravimo pri bolnikih ob prvem pregledu. Oba modela sta 
se izkazala za zelo uspešna pri ugotovitvi pravilne hematološke bolezni. Napovedna vrednost 
prvega modela pri ugotovitvi pravilne hematološke bolezni je bila 59 %, napovedna vrednost 
drugega modela pa 57 %. Napovedna vrednost prvega modela ob pravilni diagnozi med prvimi 
petimi najverjetnejšimi je bila 88 %, drugega modela pa 86 % 100. 
Najpomembnejši krvni parametri, ki jih je ekspertni sistem uporabil model pri učenju, so bili število  
trombocitov, število limfocitov, delež limfocitov v diferencialni krvni sliki, število levkocitov, delež 
nevtrofilnih granulocitov, hematokrit, število eritrocitov, koncentracija hemoglobina, srednji 
volumen eritrocita (MCV) ter starost. Program umetne inteligence poda seznam najverjetnejših 
diagnoz v obliki šifre diagnoze po Mednarodni klasifikaciji bolezni (MKB). Tri najpogostejše 
diagnoze hematoloških bolnikov v UKC so šifra D47 (druge neoplazme negotovega ali neznanega 
značaja limfatičnega, krvotvornega in sorodnega tkiva), D50 (anemija zaradi pomanjkanja železa) 
ter D69 (purpura in druge krvavitve).  
Rezultat programa je podan grafično (Slika 9), v obliki krožnega diagrama z različnimi polmeri, na 
katerem je prikazanih deset najverjetnejših diagnoz po vrstnem redu. Izsek diagrama predstavlja 
bolezen, kot izseka predstavlja post-testno verjetnost bolezni (vrednost P – verjetnost (angl. 
»probability«), kaže na to, kako verjetna je diagnoza glede na podatke), polmer je sorazmeren 
logaritmu razmerja med pre- in post-testno verjetnostjo in upošteva prevalenco bolezni (vrednost 
I – informacijska vrednost (angl. »information score«).  
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Slika 9: Grafični prikaz rezultatov ekspertnega sistema SBA 100 
 
Model nakazuje, da imajo laboratorijski izvidi krvnih preiskav več informacij, kot jih lahko sicer 
zazna zdravnik. Gunčar s sodelavci je primerjal napovedno vrednost modela pri ugotovitvi bolezni 
na podlagi laboratorijskih izvidov krvnih preiskav z ugotovljenimi hematološkimi boleznimi 
zdravnikov specialistov hematologov in internistov. Študija je pokazala, da je model manj natančen 
pri ugotovitvi hematoloških bolezni kot specialist hematolog (razlika sicer ni bila statistično 
značilna). Internisti so bili pri ugotavljanju hematoloških bolezni manj natančni kot ekspertni sistem 
100.  
V naši raziskavi smo med bolniki, ki so bili napoteni v Hematološko ambulanto zaradi 
trombocitoze, opredelili bolnike, pri katerih je program SBA napovedal bolezen MPN s šifro D47 
po MKB (druge neoplazme negotovega ali neznanega značaja limfatičnega, krvotvornega in 
sorodnega tkiva) kot najverjetnejšo diagnozo. Ugotavljali smo občutljivost, specifičnost, pozitivno 
in negativno napovedno vrednost ekspertnega sistema SBA pri napovedovanju MPN kot 
najverjetnejše diagnoze pri bolnikih, napotenih v Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze. 
Izvedli smo dva ločena eksperimenta. Pri prvem smo kot pozitivno kontrolo upoštevali vse bolnike 
z domnevno ET. Pri drugem smo upoštevali le bolnike z ET po kriterijih SZO 2008 ali 
modificiranih kriterijih SZO.  
Šifra 
MKB
a     
Vrednost P Vrednost 
I 
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3.6. Statistična analiza 
 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili statistični program JASP 0.9.2.0.  
S pomočjo opisne statistike smo podali podatke o populaciji vzorcev. Numerične spremenljivke 
smo povzeli z mediano in razponom, opisne spremenljivke smo izrazili s frekvenco in relativno 
frekvenco (%).  
Statistično pomembno razliko v pogostnosti trombotičnih zapletov pri CALR-pozitivnih in 
CALR-negativnih bolnikih z domnevno ET smo opredelili s testom hi-kvadrat. Kot statistično 
značilno smo upoštevali vrednost p < 0,05.  
Izračunali smo občutljivost, specifičnost, pozitivno in negativno napovedno vrednost programa 
SBA pri postavitvi diagnoze MPN (šifra D47 po MKB). Pri tem smo uporabili metodo 






PP, pravilno pozitivni; NN, napačno negativni; PN, pravilno negativni; NP, napačno pozitivni 
Enačba 1: Enačbe za izračun občutljivosti, specifičnosti, pozitivne napovedne vrednosti in negativne napovedne 
vrednosti  
  
Občutljivost = PP/(/PP+NN) (x 100) 
Specifičnost = PN/(/PN + NP) (x 100) 
PNV = PP/(/PP + NP) (x 100) 
NNV = PN/(/PN + NN)((x 100)  
Belčič Mikič T. Klinični pomen genetskih sprememb v genu za kalretikulin (CALR) pri bolnikih z mieloproliferativnimi novotvorbami. 






4.1. Določanje prisotnosti mutacije CALR   
 
4.1.1. Podatki o bolnikih 
 
V izbranem obdobju smo prisotnost mutacij v genu CALR določali pri 524 bolnikih, ki so bili 
napoteni v Hematološko ambulanto zaradi suma na MPN. 292 je bilo žensk in 232 moških. 
Povprečna starost analiziranih bolnikov je bila 55 let. V Tabeli 14 so prikazani demografski in 
laboratorijski kazalci analiziranih bolnikov.  
Tabela 14: Demografski in laboratorijski kazalci bolnikov s sumom na MPN 
    
   Št., število 
Število bolnikov s patološkimi hematološkimi parametri ob prvem pregledu v Hematološki 
ambulanti je prikazano v Tabeli 15. 
  
Št. analiziranih bolnikov 
 
524 








Hemoglobin, mediana (razpon), g/L 143 (74-243) 
 
Hematokrit, mediana (razpon) 0,421 (0,218-0,734) 
Št. eritrocitov, mediana (razpon), x 1012/L 
 
4,825 (2,10-9,79) 
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Tabela 15: Število bolnikov s patološkimi hematološkimi parametri ob prvem pregledu v Hematološki ambulanti 











Št., število, Hb, hemoglobin, Ht, hematokrit 
Po prvem pregledu v Hematološki ambulanti so bila pri skoraj treh četrtinah (380/524 = 72,5 %) 
bolnikov ugotovljena sekundarna, ne-hematološka stanja, ki so privedla do sprememb v krvni sliki. 
Najpogostejša sekundarna stanja so bila pomanjkanje železa, okužba, vnetne bolezni, 
hiposplenizem, maligno obolenje, kajenje, stanje po kirurškem posegu, anamneza jemanja 
kortikosteroidov in kronična hipoksija. Diagnoza je bila postavljena po pregledu in diagnostični 
obravnavi v Hematološki ambulanti. Pri 26 bolnikih (26/524 = 4,96 %) je bila ugotovljena MPN 
po kriterijih SZO 2008 2. Pri dveh bolnikih je bila ugotovljena KMML (2/524 = 0,38 %). Pri 32 
bolnikih (32/524 = 6,1 %)  je bil postavljen visok klinični/laboratorijski sum na ET, vendar ob 
času pregleda v Hematološki ambulanti bolezen ni bila potrjena. Ugotovljene bolezni pri vseh 
preiskovanih bolnikih so opisane v Tabeli 16.   
  
Hematološki parameter Število bolnikov (%) 
Hb > 165 g/L  pri ženskah 21 (7,19) 
Hb > 185 g/L pri moških 15 (6,.46) 
Hb < 100 g/L 24 (4,58) 
Ht  > 0,5 80 (15,2 ) 
Št. levkocitov > 10,0 x 109/L 180 (34,3) 
Št. levkocitov < 4,0 x 109/L 15 (2,86) 
Št. trombocitov ≥ 450 x 109/L  
 
94 (17,9) 
Št trombocitov < 100 x 109/L 
 
17 (3,24) 
Periferna eozinofilija (absolutno št. eozinofilcev > 
0,67)  
7 (1,33)  
Tipna splenomegalija  
 
13 (2,48) 
Nepojasnjena arterijska/venska tromboza  
 
3 (0,57) 
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Št., število; ET, esencialna trombocitemija; PMF, primarna mielofibroza, MDS, mielodisplastični sindrom, 
MPN-neopredeljena, mieloproliferativna novotvorba-neopredeljena; PP, prava policitemija, AML, akutna 
mieloična levkemija; KMML, kronična mielomonocitna levkemija; * sekundarna mielofibroza, monoklonska 
gamopatija nejasnega pomena, levkopenija zaradi toksičnega učinka zdravil, diagnoza ni opredeljena 
 
4.1.2. CALR-pozitivni bolniki  
 
Prisotnost mutacije CALR smo potrdili pri 23 bolnikih (23/524 = 4,4 %). Tipi mutacij pri CALR-
pozitivnih bolnikih so prikazani v Tabeli 17. Pri štirih bolnikih (4/23= 17,3 %) smo potrdili 
prisotnost mutacij CALR, ki doslej še niso bile objavljene v podatkovnih zbirkah COSMIC ali 
HGMD. Vse štiri mutacije so tipu 2  podobne mutacije. V Tabeli 17 so označene z rumeno barvo. 
Dve ugotovljeni mutaciji CALR ne povzročata premika bralnega okvirja. V Tabeli 17 sta označeni 
z zeleno barvo. 16 mutacij (16/23= 69,6 %), ki smo jih našli v podatkovni zbirki COSMIC, je 
potrjenih somatskih mutacij. Najpogostejša mutacija v naši skupini CALR-pozitivnih bolnikov je 
bila mutacija tipa 1, ki je bila prisotna pri 14 bolnikih (14/23 = 60,9 %). Mutacije tipa 2 smo beležili 
pri dveh bolnikih (2/23 = 8,7 %). Pri preostalih sedmih bolnikih (7/23 = 30,4 %) smo odkrili druge 
mutacije, ki niso niti tipa 1 niti tipa 2. S pomočjo algoritma AGADIR smo jih opredelili kot tipu 1 




ET 2  10 
PMF 2  4 
Visok klinični/ laboratorijski sum na ET  32 
MDS  8 
Mastocitoza 3 
Hemokromatoza 2 
Anemija (kronična vnetna, zaradi pomanjkanja železa, 
aplastična, talasemija) 
15 
Splenomegalija  5 
Hipersplenizem 3 
Kronična limfocitna levkemija 3 
Hemofilija 2 
Eozinofilija 6 
MPN-neopredeljena 2  10 
PP 2  1 
Suspektna PP  10 
Limfom 7 
AML  4 
KMML  2 
Trombocitopenija  9 
Tromboza portalne vene 1 
Kronična nevtrofilna levkemija 2 1 
MDS/MPN- neopredeljena  2 
Druge bolezni * 4 
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ali tipu 2 podobne mutacije. Pri 5 bolnikih (5/23 = 21,7 %) smo opredelili mutacije kot tipu 2 
podobne mutacije, kar je prikazano v Tabeli 12. Dva bolnika (2/23= 8,7 %) nista imela mutacije, 
ki bi povzročala premik bralnega okvirja, zato ti dve mutaciji nista bili razvrščeni kot tipu 1 ali tipu 
2 podobni mutaciji.  
 





Tabela 17: Tipi mutacij CALR pri naših bolnikih. (Vse mutacije smo poiskali v COSMIC ali HGMD podatkovni zbirki in jih označili z ustrezno identifikacijsko številko (ID), če smo jih v podatkih zbirkah našli. 
Preostale mutacije, ki jih nismo našli v podatkovnih zbirkah COSMIC ali HGMD, nimajo identifikacijske številke, in so po našem mnenju novo-ugotovljene mutacije, ki doslej še niso bile opredeljene. Novo-ugotovljene 
mutacije so v tabeli označene z rumeno barvo. Dve mutaciji sta mutaciji, ki ne povzročata premika bralnega okvirja, v tabeli sta označeni z zeleno barvo.) 118 
Številka
bolnika 









Diagnoza po prvem 
pregledu v  Hematološki 
ambulanti 
1 NM_004343.3 (CALR):c. 1127_1145del19, p.(Arg376Glnfs*48) Tipu 2 podobna Brez Ne 
 
ET SZO 2008 
2 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da Visok sum na ET 
3 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da ET SZO 2008 
4 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  PMF  
5 NM_004343.3 (CALR):c.1154_1154delAinsGTTGTC, 
p.(Lys385Serfs*47) 
 
Tipu 2 podobna  Brez  Ne ET SZO 2008 
6 NM_004343.3 (CALR):c.1154_1155insTTGTC, p.(Lys385Asnfs*47) 
 
Tip 2 COSM1738056 
 
Da  Visok sum na ET 
7 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  ET SZO 2008 
8 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  PMF  
9 NM_004343.3 (CALR):c.1154_1154delAinsTTTATC, 
p.(Lys385Ilefs*47) 
Tipu 2 podobna Brez  Ne 
 
Visok sum na ET 
10 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  Visok sum na ET 





SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; ET, esencialna trombocitemija; PMF, primarna mielofibroza; MPN, mieloproliferativna novotvorba; KMML, kronična mielomonocitna 
levkemija 
11 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52 , p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  Visok sum na ET 
12 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da Visok sum na ET 
13 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da  ET SZO 2008 
14 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da PMF  
15 NM_004343.3 (CALR):c.1154_1155insTTGTC, p.(Lys385Asnfs*47) Tip 2 COSM1738056 
 
Da ET SZO 2008 
16 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da PMF  
17 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) 
 
Tip 1 COSM1738055 
 
Da ET SZO 2008 
18 NM_004343.3 (CALR):c.1142_1144delAGG, p.(Glu381del) 
 
Mutacija v bralnem 
okvirju 
CD176098 Verjetno zarodna 
 
MPN-neopredeljena 








20 NM_004343.3 (CALR):c.1132_1153del22, p.(Glu378Argfs*45) Tipu 2 podobna 
 
Brez  Ne 
 
Visok sum na ET 




Visok sum na ET 
22 NM_004343.3 (CALR):c.1092_1143del52, p.(Leu367Thrfs*46) Tip 1 COSM1738055 
 
Da Visok sum na ET 
23 NM_004343.3 (CALR):c.1099_1150del52, p.(Leu367Thrfs*46) Tip 1 COSM1738055 
 
Da  KMML 






Tabela 18: Rezultat napovedane nagnjenosti vijačnic na podlagi metode AGADIR za pomoč pri razvrstitvi bolnikov s mutacijami CALR, ki niso mutacije tipa 1 ali 2, in povzročajo premik bralnega okvirja. Nove 
aminokisline so prikazane v rdeči barvi, skupen 3' konec je prikazan v zeleni barvi.  
  Število 
bolnikov 











1 Tipu 2 
podobna  
32,05 c.1127_1145del19 p.(Arg376Glnfs*48) AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKQRTRRMMRTKMR
MRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA  
 















4 Tipu 2 
podobna  
31,05 c.1132_1153del22 p.(Glu378Argfs*45) AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKRRMMRTKMRM
RRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA 
 
5 Tipu 2 
podobna  
32,43 c.1114_1144del31 p.(Glu372Glnfs*48) AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEQRTRRMMRTKMRMRR
MRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA  
      
 Tip 1 17,50 c.1092_1143del52 p.(Leu367Thrfs*46) AAEKQMKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRK
MRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA 







33,62 Nemutiran CALR Nemutiran CALR AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDD
EDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL 
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Najpogostejša diagnoza pri CALR-pozitivnih bolnikih je bila ET po kriterijih SZO ali modificiranih 
kriterijih SZO. Pri devetih bolnikih (9/23 = 39 %) smo retrospektivno potrdili bolezen ET po 
modificiranih kriterijih SZO glede na razpoložljive klinične in laboratorijske podatke ter potrditev 
mutacije CALR. Pri preostalih bolnikih potrditev mutacije CALR ni vplivala na postavitev 
diagnoze. V Tabeli 19 je predstavljen seznam hematoloških diagnoz pri CALR-pozitivnih bolnikih.  






Št., število; SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; ET, esencialna trombocitemija; PMF, primarna 
mielofibroza; KMML, kronična mielomonocitna levkemija; MPN-neopredeljena, mieloproliferativna 
novotvorba-neopredeljena 
 
Sedem CALR-pozitivnih bolnikov (7/23 = 30 %) je utrpelo trombotično-hemoragični zaplet. Pet 
bolnikov (5/23 = 21,7 %) je utrpelo trombotični zaplet in dva bolnika (2/23 = 8,7 %) hemoragični 
zaplet. Trombotično-hemoragične zaplete smo beležili večinoma pri bolnikih z ET po kriterijih 
SZO ali modificiranih kriterijih SZO (6/7=85,7 %), le en zaplet smo beležili pri bolniku s PMF. 
Pri bolnikih s trombotično-hemoragičnimi zapleti je bila najpogostejša mutacija CALR tipa 1 (5/7 
= 71,4 %), pri enem bolniku je šlo za mutacijo tipa 2 in pri enem bolniku za tipu 2 podobno 
mutacijo. Povprečno opazovano obdobje za razvoj trombotično-hemoragičnih zapletov je bilo 693 
dni (razpon 196-1270 dni). Tabela 20 prikazuje trombotično-hemoragične zaplete, hematološko 
diagnozo in čas zapleta pri CALR-pozitivnih bolnikih.  
  
Diagnoza Št. bolnikov 
ET po kriterijih SZO 2008 2 7 
ET po modificiranih kriterijih SZO 39  9 
PMF  4 
KMML  1 
MPN-neopredeljena 1 
Reaktivna trombocitoza 1 
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Tabela 20: Trombotično-hemoragični zapleti pri CALR-pozitivnih bolnikih, hematološka diagnoza in čas zapleta 
Št. 
bolnika  
Vrsta zapleta Čas zapleta, vrsta zdravljenja Hematološka diagnoza  
1 Globoka venska tromboza Po postavitvi diagnoze, zdravljenje z 
acetilsalicilno kislino 
ET SZO 2008   
2 Krvavitev v veznico Po postavitvi diagnoze, zdravljenje z 
acetilsalicilno kislino 
ET SZO 2008  
3 Krvavitev v steklovino Po postavitvi diagnoze, zdravljenje z  
varfarinom 
PMF  
4 Ishemična možganska kap Pred diagnozo ET po modificiranih 
kriterijih SZO  
5 Ishemična možganska kap Pred diagnozo ET po modificiranih 
kriterijih SZO 
6 Globoka venska tromboza Pred diagnozo ET SZO 2008 
7 Tromboflebitis Pred diagnozo ET SZO 2008  
Št., število; SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; ET, esencialna trombocitemija; PMF, primarna 
mielofibroza 
 
4.2. Analiza bolnikov s trombocitozo  
 
4.2.1. Podatki o bolnikih 
 
Glede na podatke iz podatkovne zbirke Hipokrat je bilo 237/524 (45,2 %) bolnikov napotenih v 
Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze. Demografski in laboratorijski kazalci bolnikov, 
napotenih v Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze so navedeni v Tabeli 21. Pri 6 bolnikih 
podatek o mutaciji MPL ni bil na voljo. 
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Tabela 21: Demografski in laboratorijski kazalci bolnikov, napotenih v Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze 
 
Št., število. 
Glede na razpoložljive anamnestične, klinične, laboratorijske in molekularno-genetske podatke o 
prisotnosti mutacij v genih CALR ali MPL smo bolnike razvrstili na bolnike s primarno in bolnike 
s sekundarno trombocitozo. 6 bolnikov zaradi odsotnosti podatka o prisotnosti mutacij MPL 
nismo razvrstili. Primarno trombocitozo smo ugotovili in določili pri 51 bolnikih (51/231 = 22,1 
%). Pri 42 bolnikih (42/231 = 18,1 %) smo ugotavljali domnevno ET. Pri 9 bolnikih (9/231 = 3,9 
%) so bile v ozadju druge hematološke bolezni, povezane s trombocitozo. Seznam bolezni bolnikov 









Št. vseh bolnikov 
 
237 








Hemoglobin, mediana (razpon), g/L 130 (81-168) 
 
Hematokrit, mediana (razpon), % 38,8 (24,6-49,2) 
Št. eritrocitov, mediana (razpon), x 1012/L 
 
4,5 (2,50-5,85) 








Št. CALR-pozitivnih bolnikov, n (%) 22 (22/237 = 9,28 %) 
Št. MPL-pozitivnih bolnikov, n (%) 1 (1/231 = 0,43 %) 
Št. bolnikov z opravljeno punkcijo/biopsijo 
kostnega mozga, n (%) 
41 (41/237 = 17,3 %) 
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Tabela 22: Seznam bolezni bolnikov s primarno trombocitozo (n=51) 
Diagnoza  Št. bolnikov ( %) 
ET po kriterijih SZO 2008 10 (19,6) 
ET po modificiranih kriterijih SZO  12 (23,5) 
Visok sum na ET 20 (39,2) 
MDS tipa refraktarna anemija 2 (3,9) 
Indolentna mastocitoza 1 (2) 
Limfom 1 (2) 
PMF 4 (7,8) 
KMML 1 (2) 
Št., število; ET, esencialna trombocitemija; MDS, mielodisplastični sindrom; PMF, primarna mielofibroza; 
KMML, kronična mielomonocitna levkemija 
 
Tabela 23: Bolniki z domnevno ET (n=42) 
Diagnoza  Št. bolnikov  
ET po kriterijih SZO 2008 10 
ET po modificiranih kriterijih SZO  12 
Visok sum na ET  20 
Št., število; ET, esencialna trombocitemija; SZO, Svetovna zdravstvena organizacija 
 
Pri 180 bolnikih (180/231 = 77,9 %) je bila ugotovljena sekundarna trombocitoza. Najpogostejši 
vzrok sekundarne trombocitoze je bilo pomanjkanje železa. Reaktivna trombocitoza je bila 
posledica okužb ali vnetij, med opredeljenimi so bile okužba sečil, dihal, sinuzitis, otitis, vnetje zoba, 
celulitis, angina, vnetje trigeminalnega živca, protin, revmatoidni artritis, okužba v mali medenici, 
imunsko vnetje oči in vnetje v ustni votlini. Trombocitozo po operativnem posegu smo beležili po 
operaciji kolka, kolena, ramena, po odstranitvi maternice, splavu in abraziji maternice. Seznam 
bolezni in stanj pri bolnikih s sekundarno trombocitozo je predstavljen v Tabeli 24.  
Tabela 24: Seznam bolezni in stanj pri bolnikih s sekundarno trombocitozo (n = 180) 
Diagnoza Št. bolnikov (%) 
Pomanjkanje železa 78 (43,4) 
Reaktivna trombocitoza (ob okužbi, vnetju) 76 (42,2) 
Trombocitoza po splenektomiji 11 (6,1) 
Trombocitoza po operativnem posegu 15 (8,3) 
Št., število 
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4.2.2. Molekularno-genetski status bolnikov z domnevno ET 
 
16 bolnikov z domnevno ET je bilo CALR-pozitivnih. Delež CALR-pozitivnih bolnikov z 
domnevno ET je bil 38,1 % (16/42). En bolnik (1/42 = 2,4 %) je bil MPL-pozitiven. Preostali 
bolniki (25/42 = 59,5 %) so bili trojno negativni. Slika 10 prikazuje bolnike z domnevno ET glede 
na izvide molekularno-genetskih preiskav (tip mutacije). Potrjena mutacija JAK2 V617F je bila 
izključitveni kriterij na začetku raziskave. 
Slika 10: Bolniki z domnevno ET glede na molekularno-genetski status. Vsi bolniki so JAK2 V617F-negativni. CALR-negativni 




4.2.3. Trombotično-hemoragični zapleti 
 
Pri bolnikih z domnevno ET smo beležili 10 trombotičnih zapletov (10/42 = 23,8 %). Pri CALR-
pozitivnih bolnikih smo beležili 5 trombotičnih zapletov (5/16 = 31,2 %), pri CALR- negativnih 
bolnikih smo prav tako beležili 5 trombotičnih zapletov (5/26 = 19,2 %). Seznam trombotičnih 






Bolniki z domnevno ET
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Tabela 25: Seznam trombotičnih zapletov pri CALR-pozitivnih in CALR-negativnih bolnikih in čas zapleta 
Št. 
bolnika 
Status CALR Zaplet  Čas zapleta Zdravljenje Diagnoza 
1 Pozitiven, tip 1 Globoka venska 
tromboza 










ET SZO  
2008 





Acetilsalicilna kislina ET SZO 
2008 
























Acetilsalicilna kislina Visok sum 
na ET 
7 Negativen Globoka venska 
tromboza 




8 Negativen Tromboza 








9 Negativen Tromboza 
iliakalne, renalne 
in ovarialnih ven 











vranične vene in 
portalne vene 






Št., število; ET, esencialna trombocitemija; SZO, Svetovna zdravstvena organizacija; Mod. kriteriji, 
modificirani kriteriji 
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CALR-pozitivni bolniki z domnevno ET niso imeli statistično značilno manj pogostih 
trombotičnih zapletov kot CALR-negativni bolniki z domnevno ET, kot je prikazano v Tabeli 26.  
Pri 4 bolnikih (4/20 = 20 %) z visokim kliničnim oziroma laboratorijskim sumom na ET smo 
beležili trombotični zaplet.  
Tabela 26: Primerjava trombotičnih zapletov pri bolnikih z domnevno ET glede na status CALR 
 Trombotični zapleti  
CALR  Brez trombotičnega zapleta Trombotični zaplet (arterijska/venska tromboza)   Skupaj   
Neg.  21   5   26   
Poz.  11   5   16   
Skupaj   32   10   42   
Test hi-kvadrat 
   Vrednost df  p  
Χ²   0,789   1   0,374   
N   42       
 
Pri bolnikih z domnevno ET smo beležili 3 hemoragične zaplete (3/42 = 7,14 %), ki so 
predstavljeni v Tabeli 27. En zaplet smo beležili pri CALR-negativnem bolniku, dva zapleta pri 
CALR-pozitivnih bolnikih. Vsi bolniki so imeli v času krvavitve število trombocitov nižje od 1000 
x 10 9/L. 
Tabela 27: Hemoragični zapleti pri bolnikih z domnevno ET 
Št. bolnika Prisotnost mutacije 
CALR 
Zaplet  
1 Da, mutacija tipa 1   Krvavitev v očesno ozadje 
2 Da, mutacija tipa 1 Krvavitev v veznico 
3 Ne Krvavitev iz sečnice  
Št., število; ET, esencialna trombocitemija 
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Pozitivna napovedna vrednost računalniškega programa SBA pri ugotavljanju bolezni D47 (druge 
neoplazme negotovega ali neznanega značaja limfatičnega, krvotvornega in sorodnega tkiva, kamor 
po MKB uvrščamo tudi MPN) pri bolnikih s trombocitozo je bila 23,7 %,  negativna napovedna 
vrednost je bila 88,1 %. Občutljivost testa je bila 69,0 %, specifičnost je bila 50,7 %. Ob tem smo 
upoštevali kot bolnike s potrjeno boleznijo vse bolnike z domnevno ET. Rezultati so predstavljeni 
v Tabeli 28. 
Tabela 28: Napovedovanje bolezni D47 s pomočjo SBA (prikazana kontingenčna tabela, v kateri so kot bolniki z ET vključeni vsi 
bolniki z domnevno ET)  
 Bolniki z domnevno ET, n Druge bolezni, n  
D47 na 1. mestu (najverjetnejša 
diagnoza), n 
29 96 
D47 na 2. ali višjem mestu 
(druga diagnoza je bolj verjetna), 
n 
13 93 
Skupaj, n 42 189 
D47, druge neoplazme negotovega ali neznanega značaja limfatičnega, krvotvornega in sorodnega tkiva; 
SBA, Smart Blood Analytics; ET, esencialna trombocitemija 
 
Ob upoštevanju le bolnikov s potrjeno boleznijo po kriterijih SZO 2008 ali modificiranih kriterijih 
SZO smo dobili drugačne rezultate, ki so predstavljeni v Tabeli 29. Pozitivna napovedna vrednost 
računalniškega programa SBA pri ugotovitvi bolezni D47 po razvrstitvi bolezni MKB je bila 14,8 
%, negativna napovedna vrednost je bila 96,3 %. Občutljivost testa je bila 81,8 %, specifičnost je 
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Tabela 29: Napovedovanje bolezni D47 s pomočjo SBA (prikazana kontingenčna tabela, v kateri so kot bolniki z ET vključeni 
bolniki z ET po kriterijih SZO 2008 ali modificiranih kriterijih SZO) 
 Bolniki z ET po kriterijih SZO 
ali modificiranih kriterijih SZO, 
n 
Druge bolezni, n  
D47 na 1. mestu (najverjetnejša 
diagnoza) 
18 105 
D47 na 2. ali višjem mestu 
(druga diagnoza je bolj verjetna) 
4 104 
Skupaj, n 22 209 
D47, druge neoplazme negotovega ali neznanega značaja limfatičnega, krvotvornega in sorodnega tkiva; 
SBA, Smart Blood Analytics; ET, esencialna trombocitemija 
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V naši raziskavi smo retrospektivno preverjali prisotnost mutacij CALR v skupini 524 JAK2 V16F-
negativnih bolnikov s kliničnim in/ali laboratorijskim sumom na MPN z namenom potrditi 
diagnostični pomen določanja mutacij CALR. V opazovanem obdobju ugotavljanje prisotnosti 
mutacij CALR pri bolnikih s sumom na MPN v Hematološki ambulanti ni bilo del rutinske 
diagnostične obdelave bolnikov s sumom na MPN, saj so bile mutacije CALR šele nedavno 
ugotovljene 15 14. Točkovna mutacija JAK2 V16F je nasprotno poznana že od leta 2005 6, zato smo 
JAK2 V617F-pozitivne bolnike izključili iz raziskave. Mutacije MPL so pri bolnikih z MPN redke, 
prisotne so večinoma pri bolnikih z ET in PMF 9. Na KOH je določanje prisotnosti mutacij MPL 
del diagnostičnega algoritma pri bolnikih s sumom na MPN šele po izključitvi mutacij v genih JAK2 
V617F in CALR, zato prisotnost mutacij MPL ni poznana pri vseh vključenih bolnikih.  
Najprej smo želeli preveriti hipotezo, ali je večina napotitev v Hematološko ambulanto s sumom 
na ET neustreznih. 
UKC Ljubljana je terciarna zdravstvena ustanova, ki s storitvami referenčnega centra za 
hematološke novotvorbe pokriva področje skoraj milijona prebivalcev. Vse bolnike, ki so bili v 
opazovanem obdobju napoteni v Hematološko ambulanto, so pred napotitvijo pregledali splošni 
zdravniki brez specialnega znanja s področja hematoloških novotvorb. Kot je prikazano v Tabeli 
15, je imel tako samo delež bolnikov ob prvem pregledu v Hematološki ambulanti patološke 
klinične in/ali laboratorijske parametre, ki so kazali na MPN. Pri večini napotenih bolnikov 
(380/524 = 72,5 %) smo po pregledu v Hematološki ambulanti določili sekundarne spremembe v 
krvni sliki, ki so nastale zaradi pomanjkanja železa, vnetnih ali infekcijskih bolezni, hiposplenizma, 
malignih novotvorb, kajenja, po kirurškem posegu, jemanju kortikosteroidov ali kronične hipoksije. 
Glede na nizko število bolnikov z dokazano MPN je bilo tudi število CALR-pozitivnih bolnikov v 
naši študiji nizko. Mutacije v genu CALR smo potrdili pri 4,4 % analiziranih bolnikov. Pri večini 
CALR-pozitivnih bolnikov smo ugotovili in določili ET ali PMF. V večina podobnih študij so 
odkrili prisotnost mutacij CALR pri bolnikih s potrjeno MPN, zato je bil delež CALR-pozitivnih 
bolnikov bistveno višji, od 12 do več kot 20 % 119 17 120 121 122. Glede na podatke iz naše raziskave 
bi bilo v Sloveniji potrebno izboljšati diagnostični pristop k obravnavi bolnikov s sumom na MPN, 
saj so v ozadju patološke krvne slike največkrat sekundarna, ne-hematološka stanja. Pred 
napotitvijo v Hematološko ambulanto bi bilo potrebno izključiti najpogostejša sekundarna stanja, 
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ki so povezana z eritrocitozo, trombocitozo ali levkocitozo. Obenem bi bilo potrebno pregledati 
krvno sliko vsaj dvakrat pred napotitvijo v Hematološko ambulanto, saj so mnoga od teh stanj 
prehodna in lahko izzvenijo. Molekularno-genetsko diagnostiko bi morala izvajati le pri bolnikih z 
visokim sumom na MPN in ne pri vseh bolnikih, napotenih v Hematološko ambulanto. Večina 




Mutacije CALR so pri JAK2 V617F-negativnih bolnikih z ET pogoste 14 15. Na KOH je bila pri 
manjšini (7/23 = 30 %) CALR-pozitivnih bolnikov po prvem pregledu v Hematološki ambulanti 
potrjena bolezen ET glede na kriterije SZO 2008. Glavni razlog za nizko število bolnikov s po 
kriterijih SZO dokazano boleznijo v času obravnave v Hematološki ambulanti je bil zadržek do 
izvedbe biopsije kostnega mozga, ki je invaziven diagnostičen poseg, in pri bolnikih z nizkim 
tveganjem za trombotične zaplete, verjetno ni utemeljen. Nasprotno pa odsotnost histološkega 
pregleda kostnega mozga pomeni, da smo lahko v času pregleda v Hematološki ambulanti podcenili 
število bolnikov s primarno trombocitozo. V naši raziskavi smo s potrditvijo prisotnosti mutacij 
CALR retrospektivno potrdili ET po modificiranih kriterijih SZO pri 9 bolnikih (9/23= 39 %). S 
tem smo potrdili diagnostični pomen določanja mutacije CALR. Vse bolnike, pri katerih smo 
retrospektivno potrdili ET po modificiranih kriterijih SZO, smo sicer spremljali v Hematološki 
ambulanti  zaradi visokega kliničnega in/ali laboratorijskega suma na MPN, vendar ima potrditev 
diagnoze z neinvazivno preiskavo, kot je molekularno-genetsko testiranje, velik prognostičen in 
terapevtski pomen, kar je bilo nedavno potrjeno z vključitvijo mutacije CALR med sodobne 
diagnostične kriterije SZO za ET in PMF 123 35.  
Retrospektivna potrditev prisotnosti mutacij CALR pri CALR-pozitivnih bolnikih s PMF ni imela 
pomembne vloge, saj je bila pri vseh bolnikih v času pregleda v Hematološki ambulanti ugotovljena 
PMF, potrjena po kriterijih SZO. 
KMML je podtip MDS/MPN in ne striktno MPN 2. Mutacije CALR so pri bolnikih s KMML 
izjemno redke in nimajo pomembne vloge pri nastanku bolezni. Zamora s sodelavci je odkril 
prisotnost mutacije CALR pri enem od 174 bolnikov s KMML 124. Pri bolniku s KMML tipa 1 v 
naši študiji je kasneje prišlo do preobrazbe v mielofibrozo. Možno je, da je bila pri bolniku ob 
pregledu v Hematološki ambulanti  ugotovljena napačna diagnoza, saj imata PMF in KMML 
številne skupne značilnosti, kot sta monocitoza in fibroza kostnega mozga. Hu s sodelavci je v 
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študiji bolnikov s KMLL ugotavljal, da gre pri številnih bolnikih s KMML v resnici za mielofibrozo. 
Zaključil je, da je potrebna pri bolnikih z mutacijo, značilno za PMF, natančnejša analiza z 
namenom ugotavljanja pravilne bolezni 74 125. 
Doslej je bilo ugotovljenih več kot 50 mutacij CALR, ki povzročajo premik bralnega okvirja in se 
nahajajo na eksonu 9. 80 % vseh mutacij CALR predstavljata mutacija tipa 1 (delecija 52 bp, 
p.L367fs*46) ter tipa 2 (insercija 5 bp, p.K385fs*47). Preostale mutacije, ki niso niti tipa 1 niti tipa 
2, lahko glede na njihove molekularne značilnosti razvrstimo na tipu 1 in tipu 2 podobne mutacije 
23. V naši raziskavi je bila najpogostejša mutacija v genu CALR tipa 1, kar je skladno s podatki iz 
literature 126 14 87. Mutacije, ki niso tipa 1 ali tipa 2, je potrebno razvrstiti na tipu 1 in tipu 2 podobne 
mutacije, saj ima tip mutacije pomemben vpliv na klinični fenotip in v primeru PMF tudi na 
prognozo bolezni 115. V naši študiji smo tip 1 in tip 2 podobne mutacije opredelili s pomočjo 
statističnega aproksimacijskega algoritma AGADIR 114, ki izračuna nagnjenost vijačnice za 31 
edinstvenih aminokislinskih zaporedij, ki so spremenjena zaradi mutacije CALR 126. Isti algoritem 
je bil uporabljen v podobnih študijah in je pomembno orodje pri razdelitvi mutacij CALR 126 115. 
Pravilna razvrstitev mutacij CALR ima, kot se zdi, pomembno vlogo. Znano je, da so z boleznijo 
povezane le tiste mutacije, ki povzročajo +1 (-1+2) premik bralnega okvirja 20. Preostale mutacije 
CALR so lahko le zarodne genetske različice brez jasnega kliničnega pomena. V naši študiji smo 
mutacije CALR brez premika bralnega okvirja odkrili pri dveh bolnikih. Pri enem bolniku smo ob 
času pregleda v Hematološki ambulanti ugotovili in določili reaktivno trombocitozo in mutacijo v 
genu CALR potrdili retrospektivno. Podrobna analiza je pokazala, da gre pri bolniku za drugačno-
pomensko mutacijo, ki je nastala zaradi zamenjave glutamata z aspartatom na aminokislinskem 
položaju 398. Ista mutacija je bila v študiji Lasha s sodelavci potrjena pri bolniku s po kriterijih 
SZO ugotovljeno kronično nevtrofilno levkemijo. Njegova študija je pokazala, da omenjena 
mutacija ne vodi v spremembo C-terminalne domene, vendar je v ozadju lahko drug patogenetski 
mehanizem, ki zaenkrat ni znan 117. V naši študiji smo sklepali, da bolnik ni imel mutacije CALR, 
ki bi bila povezana s klonsko hematološko boleznijo. Glede na bolnikovo anamnezo, klinični 
pregled in laboratorijske izvide je bilo najbolj verjetno, da gre pri bolniku za reaktivno 
trombocitozo. V času izvedbe naše študije smo ugotovili, da je bolnik zdrav in da v opazovanem 
obdobju ni razvil trombotično-hemoragičnih zapletov.  
Pri drugem bolniku, pri katerem smo beležili mutacijo brez premika bralnega okvirja, smo v času 
pregleda v Hematološki ambulanti ugotovili in določili neopredeljeno MPN. Pri bolniku smo 
potrdili mutacijo NM_004343.3 (CALR):c.1142_1144delAGG; p.(Glu381del), pri kateri gre za 
delecijo znotraj bralnega okvirja. Ista mutacija je bila v literaturi potrjena pri bolniku s 
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simptomatsko MPN 127. Pri omenjeni mutaciji nastane mutiran CALR z ohranjenim signalom 
KDEL, vendar delecija ene aminokisline (p.(Glu381del)) vodi v spremenjeno sekundarno in tudi 
tridimenzionalno strukturo beljakovine, kar je vzrok patogenim lastnostim mutiranega CALR17 18 
127. Poteku bolezni pri bolniku z neopredeljeno MPN v naši študiji nismo uspeli slediti, ker se bolnik 
na nadaljnje kontrole ni zglasil, tako da opredelitev točne hematološke bolezni ni bila možna, prav 
tako ni bilo možno beležiti možnih zapletov bolezni. Glede na laboratorijske izvide bi pri bolniku 
lahko šlo za klonalno hematološko bolezen. 
V naši študiji smo odkrili 4 mutacije CALR v eksonu 9, ki doslej še niso bile opredeljene v 
podatkovnih zbirkah COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) ali HGMD 
(http://www.hgmd.cf.ac.uk). Podatkovna zbirka COSMIC je največja svetovna strokovna zbirka 
podatkov o somatskih mutacijah pri človeškem raku. Opisuje preko 4 milijone kodirajočih mutacij 
128. Podatkovna zbirka HGMD predstavlja poskus zbiranja vseh znanih (objavljenih) genov, ki so 
povezani s človeškimi dednimi boleznimi 113.  
Nove mutacije, ki smo jih opredelili v naši študiji, so NM_004343.3 (CALR):c.1127_1145del19, 
p.(Arg376Glnfs*48), NM_004343.3 (CALR):c.1154_1154delAinsGTTGTC, 
p.(Lys385Serfs*47), NM_004343.3 (CALR):c.1154_1154delAinsTTTATC, 
p.(Lys385Ilefs*47), in NM_004343.3 (CALR):c.1132_1153del22, p.(Glu378Argfs*45). Vse 
omenjene mutacije so tipu 2 podobne mutacije. 
Dokazovanje mutacij CALR 
 
Za dokaz mutacij CALR smo kot presejalno metodo uporabili HRM. To je visoko občutljiva in 
hitra metoda za opredelitev mutacij CALR tipa 1 in tipa 2 129. Prvič je bila v povezavi s PCR v 
realnem času kot metoda za dokazovanje mutacije v genu za faktor V Leiden opisana leta 1997 130. 
V primerjavi z referenčno metodo, ki je sekvenciranje po Sangerju, je HRM bolj občutljiva, a hkrati 
manj specifična metoda. Občutljivost HRM metode je 96,4 %, specifičnost je 96,3 %; občutljivost 
sekvenciranja po Sangerju je 89,3 %, specifičnost je 100 %. Metoda HRM je dobra presejalna 
metoda, saj omogoča hitro obdelavo velikega števila vzorcev, in je tudi stroškovno učinkovita 129. 
Je enostavna metoda PCR, ki se izvaja v prisotnosti fluorescentnega barvila, in za izvedbo ne 
zahteva posebnega znanja. S HRM analiziranega vzorca ne uničimo ali spremenimo, kar omogoča 
nadaljnjo uporabo istega vzorca za gelsko elektroforezo ali sekvenciranje po Sangerju po že 
izvedeni analizi HRM 131. Vossen s sodelavci je mnenja, da je HRM večnamenska tehnologija in 
standardno orodje, ki bi moralo biti prisotno v vsakem laboratoriju, ki se ukvarja s proučevanjem 
nukleinskih kislin 131. Pomanjkljivost metode je, da jo je včasih težko interpretirati. V nasprotju s 
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sekvenciranjem po Sangerju ne omogoča natančne določitve tipa mutacije, ki ni tipa 1 ali tipa 2 19. 
V našem laboratoriju smo HRM metodo izvedli kot presejalno metodo za določitev prisotnosti 
mutacij CALR pri vseh bolnikih. Izvedli smo jo v dvojniku oziroma v enojniku, saj smo za večjo 
zanesljivost rezultatov rezultate vedno preverili z metodo elektroforeze na agaroznem gelu, kar je 
znan postopek pri analizi prisotnosti mutacij CALR 132. Za analizo mutacij, ki niso tipa 1 ali tipa 2, 
je za natančno opredelitev mutacije potrebna določitev nukleotidnega zaporedja, predvsem je 
pomembno opredeliti, ali gre za mutacijo s premikom bralnega okvirja. V naši raziskavi smo v ta 
namen uporabili metodo sekvenciranja po Sangerju, ki velja za zlati standard sekvenciranja 133. 
Metoda je poznana od leta 1977 108, Friedrich Sanger je zanjo leta 1980 prejel Nobelovo nagrado 
za področje kemije. Čeprav gre za najbolj zanesljivo metodo sekvenciranja, je genetsko testiranje 
omejeno na en sam gen ali nekaj genov in lahko v primeru testiranja več genov hkrati, postane 
drago in zamudno. Tako so se v nadaljnjih letih razvile naslednje generacije sekvenciranja DNA. 
Druga ali naslednja generacija sekvenciranja (»next generation sequencing« - NGS) je podobna 
metoda sekvenciranju po Sangerju in temelji na delovanju DNA-polimeraze, ki omogoča 
sekvenciranje ob sintezi. Prva tovrstna metoda je temeljila na luminescentni metodi za merjenje 
sinteze pirofosfatov; ta je sestavljena iz dvo-encimskega procesa, v katerem se ATP sulfurilaza 
uporablja za pretvorbo pirofosfata v ATP, ki se nato uporablja kot substrat za luciferazo, in ustvari 
svetlobo, sorazmerno s količino pirofosfata. Z merjenjem proizvodnje pirofosfatov lahko sklepamo 
o zaporedju DNA 134. Metoda piro-sekvenciranja se je razvila v prvo uspešno komercialno 
tehnologijo NGS. Kasneje so nastale tudi druge uspešne tehnike sekvenciranja, ki so komercialno 
dostopne 110. Zaradi visoke občutljivosti in specifičnosti tehnologije NGS je več raziskovalnih 
skupin s to metodo poglobljeno proučevalo genetski in molekularni profil bolnikov z MPN, da bi 
opredelili ne le redkejše mutacije pri bolnikih z MPN, temveč tudi redke različice najpogostejših 
mutacij. Kljub prepoznanju mutacij CALR, ki so poleg JAK2 V617F in MPL mutacij med  
najpogostejšimi mutacijami pri bolnikih z ET in PMF, še vedno namreč ostaja 10-15 % bolnikov, 
pri katerih genetsko ozadje bolezni ni poznano. Ti bolniki so opredeljeni kot trojno negativni 135. 
Pri teh bolnikih aktivno iščemo nove molekularne pokazatelje bolezni. Z uporabo NGS pri analizi 
bolnikov z MPN so bile tako ugotovljene nove mutacije, nekatere izmed njih imajo tudi 
prognostični pomen 136. Pri trojno negativnih bolnikih so bile prepoznane mutacije v genih LNK, 
TET2, DNMT3A, IDH1/2, CBL in ASXL1 ter netipične mutacije v genih JAK2 (JAK2V626F in 
JAK2F556V) in MPL (MPLS204P in MPLY591N, S204P) 137,138,139. Lundberg s sodelavci je z 
metodologijo NGS v skupini 197 bolnikov z MPN ugotavljal spremembe v genih, ki sodelujejo pri 
metilaciji DNA (TET2, DNMT3A, IDH1) in uravnavanju strukture kromatina (EZH2, ASXL1). 
Proučeval je tudi vpliv somatskih mutacij na klinični potek bolezni in ugotovil, da so pridružene 
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somatske mutacije TP53 ali TET2 povezane s krajšim celokupnim preživetjem in povečanim 
tveganjem za razvoj levkemije 140. Tudi Agarwal s sodelavci je uporabil NGS pri 171 bolnikih z 
MPN. Izpostavil je, da so spremembe v genih ASXL1, EZH2 in IDH1/2 povezane z naraščajočim 
tveganjem za napredovanje bolezni in krajšim celokupnim preživetjem pri bolnikih z ET in PMF. 
V njegovi analizi je imelo 12 % JAK2-pozitivnih bolnikov dodatne mutacije v genih TET2, ASXL1 
in SF3B1 141. CALR-pozitivni bolniki imajo v večini primerov le eno mutacijo, nekateri (10 %) 
imajo pridruženo mutacijo v genu TET2 ali ASXL1. MPL-pozitivni bolniki nimajo pridruženih 
mutacij 141. Grinfeld s sodelavci je nasprotno na podlagi sekvenciranja 69 mieloidnih genov razvil 
prognostični model, ki na podlagi 63 kliničnih in genskih spremenljivk ustvari osebno prilagojene 
klinične napovedi pri bolnikih z MPN. Ta model na podlagi NGS predstavlja predlog posamezniku 
prilagojene (personalizirane) medicine 142. Morda bo v prihodnosti NGS zaradi vse nižjih stroškov 
in večje dostopnosti postal novi zlati standard molekularno-genetske analize bolnikov z MPN 136. 
V nekaterih laboratorijih po svetu so NGS že uvrstili med diagnostične metode pri obravnavi 
bolnikov z MPN. Poleg najpogostejših mutacij v genih JAK2, MPL in CALR določajo prisotnost 
dodatnih mutacij v 51 najpogostejših mieloidnih genih s pomočjo NGS. Tovrstno testiranje daje 
zdravniku dodatno informacijo o ustrezni diagnozi in ima v določnih primerih tudi prognostični 
pomen 143. Trenutno je v polnem razvoju sekvenciranje že tretje generacije, kamor štejemo tiste 
tehnologije, ki so sposobne določanja zaporedja DNA, za kar ni potrebna amplifikacija DNA, ki jo 
zahtevajo vse prejšnje tehnologije 110. Prva komercialna naprava za sekvenciranje tretje generacije 
je na voljo od leta 2014 in temelji na tehnologiji nanopor. Naprava prepozna baze DNA z 
merjenjem sprememb električne prevodnosti, ki nastanejo, ko deli verige DNA molekule prehajajo 
skozi biološke pore 144. S to tehnologijo lahko zaznamo tudi epigenetske spremembe na nativni 
DNA in prepoznamo celotna zaporedja DNA 145. Pri nas za zdaj še ni v rutinski rabi. 
Trombotični zapleti pri CALR- pozitivnih bolnikih  
 
ET in PMF sta povezani s povečanim tveganjem za nastanek trombotično-hemoragičnih zapletov, 
ki predstavljajo pomemben vzrok obolevnosti in umrljivosti 76. Zlasti pri bolnikih z ET je 
pomemben cilj zmanjšanje tveganja za nastanek trombotičnih in tromb-emboličnih zapletov 44. 
Bolniki so obenem podvrženi povečanemu tveganju za nastanek hemoragičnih zapletov, ki so lahko 
povezani z zapleti zdravljenja ali s pridobljenim von Willebrandovim sindromom, ki nastane ob 
ekstremni trombocitozi (vrednosti trombocitov nad 1000 x 10 9/L) 146 35 147. Pri bolnikih z ET je 
tveganje za nastanek tromboze večje od 20 % 31. V švedski študiji je vaskularne zaplete razvilo 35 
% bolnikov z ET 148. Pri bolnikih s PMF so trombotični zapleti približno enako pogosti kot pri 
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bolnikih z ET 149. Prevalenca trombotičnih zapletov pri bolnikih s PMF je od 7 do 30 % 150 151 152. 
V naši študiji je bila prevalenca trombotičnih zapletov pri CALR-pozitivnih bolnikih 30 %. 
Nekateri bolniki so sicer razvili trombotični zaplet več kot 10 let pred pojavom bolezni. Tako je 
najverjetneje prava prevalenca trombotičnih zapletov pri CALR-pozitivnih bolnikih v naši študiji 
nižja. Pri enem bolniku smo beležili pojav krvavitve v steklovino, ki se razvila zaradi iztirjenega 
antikoagulantnega zdravljenja z varfarinom. Ob nastopu hemoragičnega zapleta nihče od dveh 
bolnikov ni imel ekstremne trombocitoze. V primerjavi z mutacijami v genih JAK2 V167 in MPL 
so mutacije CALR povezana z nižjo incidenco trombotičnih zapletov 14 15 86. Pri večini CALR-
pozitivnih bolnikov, pri katerih smo beležili trombotični zaplet, je bila prisotna mutacija tipa 1 (71,4 
%). Kot je znano iz literature, imajo bolniki s tipom 1/tipom 1 podobnimi mutacijami CALR višje 
tveganje za nastanek trombotičnih zapletov v primerjavi z bolniki  s tipom 2/tipom 2 podobnimi 
mutacijami CALR 21. 
CALR mutacije kot terapevtske tarče 
 
Mutacije CALR pri bolnikih z MPN so kot terapevtske tarče del številnih predkliničnih študij 
153,154,155. V literaturi so bili opisani spontani imunski odgovori proti mutacijam CALR. Pri zdravih 
posameznikih tako imunski sistem lahko uniči celice, ki imajo mutiran CALR. V tem procesu 
nastanejo CALR-specifični spominski limfociti T 156. Ker so mutacije CALR tarča specifičnih celic 
T kot imunogeni antigeni, bi lahko postale tarča imunoterapije MPN 154. Ker je pri patogenezi MPN 
udeleženih več imunoloških mehanizmov, ki bi lahko preprečili s cepivom povzročen specifični 
imunski odgovor, bi bilo najverjetneje CALR-cepiva potrebno kombinirati z imuno-modulatornim 
zdravljenjem 157, kot je IFN-α. To je citokin z močnim imuno-stimulatornim učinkom, ki se že leta 
uporablja za zdravljenje bolnikov z MPN, in ima dobre rezultate 158. Poleg IFN-α bi lahko CALR-
cepiva kombinirali tudi z ligandom programirane celične smrti 1 (PD-L1). PD-1/PD-L1 sistem 
vodi v apoptozo tumor specifičnih celic T in omogoča rakavim celicam, da se izognejo imunskemu 
odzivu 159. Če vbrizgamo bolnikom imunogene peptide, ki izvirajo iz PD-L1, jih predelajo antigen 
predstavitvene celice, ki predstavljajo peptide celicam T. Tumorske celice, ki izražajo PD-L1, zlahka 
uničijo PD-L1 specifične celice T. Kombinacija CALR in PD-L1 specifičnega cepiva je primer 
kombiniranega protitumorskega cepiva 157. Mutacije CALR bi tako lahko v prihodnosti poleg 
diagnostičnega in prognostičnega napovednega dejavnika postale tudi pomembna terapevtska tarča 
pri podskupini bolnikov z MPN. 
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Trombocitoza se nanaša na povišano število krožečih trombocitov v krvi in je pogosta naključna 
laboratorijska najdba. Diferencialna diagnoza trombocitoze je široka in vključuje tako primarne 
hematološke bolezni kot tudi sekundarne bolezni in stanja, pri katerih je trombocitoza pogosto le 
prehodna. Pri bolnikih s primarno trombocitozo je število trombocitov stalno povišano zaradi 
nenadzorovane trombopoeze, ki jo povzročajo klonske bolezni krvotvorne matične celice, med 
njimi najpogosteje ET 160. Sekundarna trombocitoza nastane zaradi različnih vzrokov. Prehodno 
lahko povišano število krožečih trombocitov povzroči akutna krvavitev, poškodba tkiva, kirurški 
posegi ali fizična aktivnost. Dolgotrajnejšo trombocitozo povzročajo kronične okužbe ali vnetna 
dogajanja v organizmu, pomanjkanje železa ali maligna bolezen. Razlikovanje med primarno in 
sekundarno obliko trombocitoze ima pomemben klinični pomen, saj so le primarne oblike bolezni 
povezane s povečanim tveganjem za nastanek trombotično-hemoragičnih zapletov 161.  
V naši raziskavi je bilo 237 bolnikov v obdobju dobrih petih let napotenih v Hematološko 
ambulanto zaradi trombocitoze. ET je glede na podatke raziskav držav Evropske unije redka 
bolezen z letno incidenco med 0,38 in 1,7 primerov na 100.000 prebivalcev 4. Naša ustanova, kot 
referenčna ustanova za MPN, pokriva področje približno enega milijona prebivalcev, tako bi v 
petletnem obdobju pričakovali med 19 in 85 novoodkritih bolnikov z ET. Že iz tega lahko 
posredno sklepamo, da vsi napoteni bolniki niso imeli ET. V izbranem obdobju je bilo število 
bolnikov, napotenih v Hematološko ambulanto zaradi trombocitoze večje, saj smo v našo raziskavo 
vključili le JAK2 V617F-negativne bolnike, tako da je predvideno število bolnikov z ET precenjeno.  
Večina bolnikov z MPN je starejših od 60 let 4. Število bolnikov s starostjo narašča, predvsem po 
50. letu starosti. V otroštvu se MPN skoraj ne pojavljajo 162. V naši raziskavi je bila srednja starost 
bolnikov 50 let, kar je primerljivo z drugimi študijami bolnikov z ET 163,164, razpon pa od 18 do 85 
let. Takšen razpon je najverjetneje posledica zelo heterogene skupine bolnikov, saj so poleg 
bolnikov z MPN prevladovali bolniki s sekundarno trombocitozo, ki je posledica različnih bolezni 
in stanj. 
Skoraj tri četrtine (74 %) bolnikov s trombocitozo je bilo ženskega spola, kar je skladno s podatki 
iz literature, da je ET nekoliko pogostejša pri ženskah. V ameriški raziskavi so imele ženske 13 % 
večje tveganje za ugotovitev ET kot moški, še posebno ženske, mlajše od 35 let, ki so imele v isti 
raziskavi 33 % večje tveganje za ugotovitev ET. Podobno so imele mlajše ženske večje tveganje 
za razvoj PMF, ki je prav tako lahko povezana s trombocitozo 165.  
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Primarno trombocitozo smo določili pri manj kot četrtini bolnikov (51/231 = 22,1 %). 
Najpogostejši vzrok je bila domnevna ET. Pri 9 bolnikih so bile v ozadju druge hematološke 
bolezni, povezane s trombocitozo. Kot je znano iz literature, se trombocitoza lahko pojavlja pri 
bolnikih s PMF in MDS tipa refraktarna anemija 65. Tudi pri bolnikih z limfomi je lahko ob odkritju 
bolezni prisotna trombocitoza. V japonskem prikazu primera je bila pri bolniku z B-celičnim 
limfomom poleg trombocitoze prisotna tudi levkocitoza z nevtrofilijo 166, podobno kot smo zaznali 
pri našem bolniku z nediferenciranim limfomom. V drugem prikazu primera so opisali sočasni 
pojav difuznega velikoceličnega B limfoma ter ET 167. V prikazu primera sicer niso opisali 
prisotnosti mutacij, značilnih za ET, biopsija pa je pokazala histološke značilnosti limfoma, tako da 
ni povsem jasno, ali gre res za sočasno ET ali le pojav trombocitoze ob limfomu. Da je sopojav 
mieloidne in limfoidne novotvorbe redka najdba, je pokazala tudi nedavna grška raziskava. Sopojav 
obeh bolezni je bil ugotovljen le pri devetih bolnikih med 269 bolniki z MPN ali MDS/MPN ter 
1062 bolniki z limfoproliferativnimi novotvorbami. Pri nobenem bolniku ni šlo za ET, le pri eni 
bolnici je ET verjetno napredovala v sekundarno mielofibrozo 168.  
Pri eni bolnici, ki je bila v Hematološko ambulanto napotena zaradi trombocitoze, smo ugotovili 
indolentno mastocitozo. Sistemska mastocitoza je redka krvna bolezen, ki jo po kriterijih SZO 2008 
uvrščamo med MPN 2. Za bolezen je značilno neobičajno kopičenje mastocitov v koži ali drugih 
organih in tkivih, kar vodi v pojav preobčutljivostnih reakcij. Za indolentno obliko bolezni je 
pričakovana življenjska doba blizu normalne, pri agresivni obliki bolezni pa je zaradi več-organske 
prizadetosti napoved bolezni slaba in preživetje krajše 169. Pri približno 30 % bolnikov je pridružena 
druga klonska hematološka bolezen 170.  Najpogosteje se sočasno pojavlja MDS, KMML, AML, 
redkeje MPN 171. Možen je sopojav mastocitoze in MDS/MPN s prstanastimi sideroblasti in 
trombocitozo 172. ET se ob mastocitozi pojavlja redko, v literaturi so posamezni opisi primerov 
173,174. Opisan je tudi primer sočasne ET, opredeljene po kriterijih SZO. V tem primeru je bila 
mastocitoza ugotovljena naključno, ob opredeljevanju vzroka za trombocitozo. Analiza kostnega 
mozga je potrdila značilnosti, skladne z obema diagnozama, ET in mastocitozo, prisotna je bila 
tudi mutacija JAK2 V617F, značilna za ET, ter somatska mutacija c-KIT D816V, značilna za 
mastocitozo 175. V primeru naše bolnice je bila mutacija c-KIT negativna. 
Pri večini bolnikov (180/231 = 77,9 %) s trombocitozo v naši raziskavi je bila ugotovljena 
sekundarna trombocitoza. Najpogostejši vzrok zanjo je bilo pomanjkanje železa, ki je bilo prisotno 
pri slabi polovici bolnikov (43,4 %). Pomanjkanje železa je eden najpogostejših vzrokov sekundarne 
trombocitoze 39. Prevalenca pomanjkanja železa je višja pri ženskah. Povišano tveganja za pojav 
pomanjkanja železa je značilno zlasti pri ženskah v rodni dobi 176. V naši skupini je bila polovica 
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bolnikov mlajših od 50 let, kar predstavlja premenopavzalno obdobje, v katerem je pri ženskah 
značilno pogostejše pomanjkanje železa. V danski raziskavi, v katero so vključili 1359 bolnic, ki 
niso bile noseče v času študije, je bilo ugotovljeno, da imajo premenopavzalne bolnice značilno 
nižje vrednosti hemoglobina in feritina od pomenopavzalnih žensk 177. Ob hudem pomanjkanju 
železa je lahko prisotna celo ekstremna trombocitoza (število trombocitov >1000 x 109/L) 178. 
Čeprav zaenkrat ni dokazov, da bi bila koncentracija feritina povezana s številom trombocitov 179-
181, imajo bolniki s pomanjkanjem železa višje vrednosti trombocitov 182. Dokazana je bila tudi 
obratna povezava med številom trombocitov in serumskim železom ter nasičenostjo transferina 
181,183. Natančen vzrok za to ni jasen. Kot se zdi, ima železo na nastajanje trombocitov zaviralni 
učinek, saj železovi preparati znižujejo število trombocitov 184. Nadomeščanje železa znižuje število 
trombocitov le pri bolnikih z zmanjšanimi zalogami železa, pri bolnikih z normalnimi zalogami 
železa na število trombocitov ne vpliva 182. Znano je tudi, da  ob pomanjkanju železa pride do 
sprememb  v megakariopoezi. Megakariociti so večji, njihov čas dozorevanja se skrajša 185.  
Pogost vzrok trombocitoze so tudi vnetna dogajanja v organizmu, kar je lahko povezano s 
povišanimi vrednostmi C-reaktivnega proteina ali pospešeno sedimentacijo eritrocitov 65. V eni od 
raziskav je imelo 76 % bolnikov z reaktivno trombocitozo povišano vrednost C-reaktivnega 
proteina 186. Za reaktivno trombocitozo je značilna tudi povišana vrednost nekaterih vnetnih 
citokinov, kot sta IL-6 in IL-11 187. V naši raziskavi je bila trombocitoza povezana z vnetnimi 
procesi pri 42 % bolnikov s sekundarno obliko trombocitoze. Nastala je ob okužbah ali vnetjih, 
med vnetnimi boleznimi so bile ob trombocitozi prisotni protin, revmatoidni artritis (RA) in 
imunsko vnetje oči. Iz literature je znano, da se trombocitoza pojavlja pri različnih vnetnih 
boleznih, pogosta je pri bolnikih z RA, vnetno črevesno boleznijo ali sarkoidozo 188. Opisan je tudi 
pojav trombocitoze ob protinu 189. Vzrok za nastanek trombocitoze pri teh stanjih ni povsem 
pojasnjen. Pri bolnikih z RA je znano, da imajo vnetni citokini, ki so povezani z boleznijo, tudi 
sposobnost spodbujanja megakariopoeze in trombopoeze. Najpomembnejši med njimi so IL-6, 
IL-11, dejavnik  spodbujanja rasti granulocitov (G-CSF) in trombopoetin. Zlasti IL-6 je pomemben 
pri spodbujanju megakariopoeze. Trombocitoza pri bolnikih z RA je povezana z aktivnostjo 
bolezni 190, pri bolnikih z ulceroznim kolitisom pa bi lahko število trombocitov uporabili kot 
napovedni dejavnik ponovitve bolezni 191. Podobno je trombocitoza spremljevalka različnih okužb. 
V izraelski retrospektivni raziskavi je bila trombocitoza prisotna pri 8 % bolnikov z najpogostejšimi 
infekcijskimi boleznimi (pljučnica, okužba sečil, okužba kože in mehkih tkiv). Večinoma je šlo za 
blago in prehodno trombocitozo, ki ni napovedovala zapletov, povezanih z okužbo. Po drugi strani 
so imeli bolniki s trombocitozo močnejši akutni vnetni odgovor s povišanimi vrednostmi C- 
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reaktivnega proteina in pospešeno sedimentacijo eritrocitov. Za te bolnike je bilo tudi značilno, da 
je bil čas hospitalizacije daljši, pogosteje je bila prisotna bakteriemija  in smrtnost je bila večja 192. V 
mednarodni prospektivni raziskavi so ugotovili, da je pri bolnikih z doma pridobljeno pljučnico 
trombocitoza povezana s slabšo prognozo bolezni in pogostejšimi zapleti, kot so empiem ali 
kompliciran plevralni izliv. Glede na izsledke raziskave so bili mnenja, da bi trombocitozo morali 
obravnavati kot kriterij resnosti bolezni 193. V naši raziskavi smo trombocitozo beležili ob različnih 
infekcijskih boleznih, najpogosteje je šlo za okužbo sečil, dihal, sinuzitis, otitis, vnetje v ustni votlini, 
vnetje zoba, celulitis, angino ali okužbo v mali medenici. Trombocitoza ob okužbi je sicer običajno 
blaga in prehodna in izzveni po 1-2 dneh antibiotičnega zdravljenja ali kirurške odstranitve vira 
okužbe 194. 
Trombocitozo pogosto opazimo tudi po splenektomiji,  pojavlja se pri 75 % bolnikov po posegu 
70. Približno ena tretjina trombocitov je običajno shranjenih v vranici, kjer trombociti predstavljajo 
rezervoar, ki vzdržuje normalno ravnovesje v številu krožečih trombocitov. Po odstranitvi vranice 
se tako število trombocitov v krvi poveča 195. Po splenektomiji so možni trombotični zapleti, pri 
nekaterih bolnikih tudi tromboza portalne vene 196. Vendar ni povsem jasno, ali je trombocitoza pri 
vseh bolnikih po splenektomiji povezana s povečanim tveganjem za pojav tromboze portalne vene, 
saj se po splenektomiji ne pojavlja pri vseh bolnikih s trombocitozo, prav tako pa trombocitoza ni 
prisotna pri vseh bolnikih s trombozo portalne vene po odstranitvi vranice 197. Glede na veliko 
evropsko študijo povišano število trombocitov, ki nastane po splenektomiji, ni povezano s 
povečanim tveganjem za nastanek trombotičnih zapletov 161. Trombocitoza po splenektomiji sama 
po sebi torej ni indikacija za antiagregacijsko ali antikoagulantno zdravljenje. V naši raziskavi smo 
beležili nizko število bolnikov s trombocitozo po splenektomiji (6 %). Pristop k tem bolnikom 
mora biti individualen, glede na vzrok, ki je do splenektomije privedel. Če je vzrok primarna 
hematološka bolezen, je odločitev o nadaljnjem antitrombotičnem zdravljenju individualna, takšni 
bolniki sodijo k hematologu, v kolikor pri njem še niso obravnavani. Preostali bolniki po 
splenektomiji (kot na primer zaradi poškodbe) nadaljnje hematološke obravnave ne potrebujejo.  
V naši raziskavi smo v Hematološki ambulanti beležili trombocitozo po operativnem posegu le pri 
8 % bolnikov s sekundarno trombocitozo (Tabela 24). Poškodba tkiva je nasprotno pri 
hospitaliziranih bolnikih med najpogostejšimi vzroki za reaktivno trombocitozo 194. Vzrok za pojav 
trombocitoze po poškodbi tkiva je najverjetneje pospešena trombopoeza, ki jo spodbujajo vnetni 
mediatorji, kot je IL-6. Pojavi se po poškodbah ali zlomih kosti, kirurških posegih, miokardnem 
infarktu. Najvišje vrednosti trombocitov je zaznati teden do dva po poškodbi tkiva, vztraja pa lahko 
do šest tednov, zaradi česar je tveganje za venske trombembolizme pri teh bolnikih dodatno 
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povečano 198. Vloga antitrombotičnega zdravljenja pri teh bolnikih sicer ni jasna, je pa znano, da 
imajo kritično bolni z reaktivno trombocitozo dvakrat večje tveganje za razvoj trombemboličnih 
dogodkov 199. Pri bolnikih, ki po posegih razvijejo trombocitozo, je potrebno natančno spoštovati 
smernice preprečevanja globoke venske tromboze po kirurških posegih. V primeru vztrajanja 
trombocitoze več kot šest tednov po posegu, je potrebna nadaljnja hematološka obravnava.  
Na primarni ravni so med pogostimi vzroki za trombocitozo solidni tumorji, ki so prisotni pri 11,6 
% moških in 6,5 % žensk s trombocitozo 200. V naši raziskavi maligna obolenja niso bila pogost 
vzrok sekundarne trombocitoze, pojavljala so se pri dobrih 3 % vseh bolnikov s sekundarno 
trombocitozo. V vseh primerih so bila pridružena drugim vzrokom sekundarne trombocitoze 
(okužba, stanje po kirurškem posegu). 
V literaturi obstaja več podobnih študij, ki so proučevale bolnike s trombocitozo. Griesshammer s 
sodelavci je retrospektivno analiziral 732 bolnikov z vsaj enkrat povišanimi vrednostmi 
trombocitov nad 500 x 10 9/L. V njegovi raziskavi je bila primarna trombocitoza prisotna le pri 
12,3 % bolnikov, pri manj kot polovici (45 %) je bila vzrok primarne trombocitoze ET. Pri večini 
bolnikov je bila ugotovljena sekundarna trombocitoza, najpogostejši vzrok zanjo je bil poškodba 
tkiva, ki je bila prisotna pri 42 % bolnikov. Med drugimi vzroki so bili okužba, maligna bolezen in 
kronično vnetje. Primarna trombocitoza je bila povezana z večjo pojavnostjo arterijskih in venskih 
tromboz. V študiji so zajeli hospitalizirane in ambulantne bolnike s trombocitozo 161.  
V turški retrospektivni študiji so zajeli 2000 bolnikov v obdobju petih let, tudi v to skupino bolnikov 
so bili vključeni hospitalizirani in ambulantni bolniki. Vključitveni kriterij je bila trombocitoza z 
vsaj enkrat povišanimi vrednostmi trombocitov nad 500 x 10 9/L. Najpogostejši vzrok povišanih 
vrednosti trombocitov je bila sekundarna trombocitoza, ki je bila prisotna pri 96,7 % bolnikov. 
Vzrok za sekundarno trombocitozo so bile največkrat okužbe, predvsem okužbe dihal in sečil. 
Trombembolični zapleti so bili pri bolnikih s primarno trombocitozo pogostejši 201. 
Santhosh-Kumar s sodelavci je prospektivno proučeval 777 bolnikov s trombocitozo ≥ 500 x 10 
9/L v enoletnem obdobju. Najpogostejši vzroki za trombocitozo so bile okužbe, poškodba tkiva, 
pomanjkanje železa, stanje po krvavitvi in kronične vnetne bolezni. MPN so bile vzrok za 
trombocitozo le pri 3,4 % bolnikov 189.  
Rose s sodelavci je retrospektivno analizirala 801 bolnikov s trombocitozo, ki je vsaj enkrat znašala 
nad 500 x 10 9/L med aprilom in avgustom 2006. V študijo so zajeli hospitalizirane in ambulantne 
bolnike. Pri bolnikih z nepojasnjeno trombocitozo je bil čas spremljanja dve leti in pol. Primarno 
trombocitozo so odkrili le pri 5,2 % bolnikov, najpogosteje je bila v ozadju ET. Pri bolnikih s 
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sekundarno obliko trombocitoze so bile najpogosteje v ozadju okužbe. Okužbe so bile vzrok za 
trombocitozo pogosteje pri hospitaliziranih bolnikih, po sanaciji okužbe se je vrednost trombocitov 
hitro normalizirala 194.    
Robbins s sodelavci je analiziral 372 bolnikov s trombocitozo, prav tako s povišanimi vrednostmi 
trombocitov nad 500 x 10 9/L. Opazovano obdobje je bilo 50 dni, tudi v to študijo so vključili vse 
bolnike, ki so v tem času obiskali bolnišnico. Najpogostejši vzrok za trombocitozo so bile tudi v 
tej študiji okužbe, na drugem mestu pa stanja po operativnem posegu 202.  
V naši študiji je bila primarna trombocitoza nekoliko pogostejša (22, 1%), kot v omenjenih študijah, 
najpogostejši vzrok zanjo je bila prav tako ET. V naši študiji smo zajeli le bolnike, ki so zaradi 
trombocitoze obiskali Hematološko ambulanto, in ne hospitaliziranih bolnikov. To je najverjetneje 
razlog za nižji odstotek bolnikov s sekundarno trombocitozo, ki je glede na omenjene študije 
pogostejša pri hospitaliziranih bolnikih. Tudi v naši raziskavi je bila sicer sekundarna trombocitoza 
pogostejša od primarne. Najpogostejši vzrok za sekundarno trombocitozo je bil pomanjkanje 
železa, na drugem mestu so bile okužbe in vnetne bolezni. V zgoraj omenjenih študijah so bile med 
pogostejšimi vzroki okužbe in vnetne bolezni ter stanja po kirurških posegih. Podobno je verjetno 
vzrok za to dejstvo, da so v raziskave zajeli tudi hospitalizirane bolnike, pri katerih je pričakovati 
večjo pogostnost okužb in posegov, ki so lahko povezani s trombocitozo. V naši raziskavi je bilo 
pomanjkanje železa najpogostejši vzrok za sekundarno trombocitozo, kar kaže tudi na 
pomanjkljivosti pri hematološki diagnostični obravnavi bolnikov s trombocitozo pred napotitvijo 
v Hematološko ambulanto. Glede na rezultate naše raziskave bi bilo pred napotitvijo v 
Hematološko ambulanto potrebno izključiti najpogostejše vzroke za trombocitozo, predvsem 
pomanjkanje železa, ki ne spada med osnovne laboratorijske preiskave in je lahko prisotno ob 
trombocitozi tudi ob odsotnosti anemije 182. 
Mutacija CALR pri bolnikih s trombocitozo 
 
Želeli smo preveriti hipotezo, da je pri bolnikih z domnevno ET in odsotnostjo mutacije JAK2 
V617F delež CALR-pozitivnih bolnikov višji od 30 %. 
Kljub nizkemu številu CALR-pozitivnih bolnikov med vsemi preiskovanci s sumom na MPN 
(23/524 = 4,4 %), je bil delež CALR-pozitivnih bolnikov med bolniki z domnevno ET visok 
(16/42= 38,1 %), kar potrjuje našo hipotezo. V tej skupini smo zajeli le bolnike z veliko verjetnostjo 
bolezni glede na klinične in laboratorijske parametre, pri nekaterih smo bolezen lahko potrdili po 
kriterijih SZO 2008 ali modificiranih kriterijih SZO. Iz literature je znano, da je pri JAK2 V617F-
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negativnih bolnikih z ET delež CALR-pozitivnih bolnikov od 18 % do več kot 50 % 17,203. En 
bolnik z domnevno ET v naši raziskavi (1/42 = 2,4 %) je bil MPL-pozitiven. Delež MPL-pozitivnih 
bolnikov je v literaturi od 2 do 12 % 121,203,204.  
Zapleti pri bolnikih s trombocitozo 
 
V naši raziskavi smo beležili trombotične zaplete pri slabi četrtini bolnikov (10/42 = 23,8 %), kar 
je skladno s podatki iz literature. Trombotični zapleti pri bolnikih z ET so namreč pogosti, ob 
ugotovitvi bolezni so prisotni pri 7 do 26 % bolnikov. Pri PMF so trombotični zapleti verjetno 
približno enako pogosti kot pri bolnikih z ET. Najpogostejši trombotični zapleti so ishemična 
možganska kap, akutni miokardni infarkt, tromboza perifernih arterij, globoka venska tromboza, 
pljučna embolija, tromboza možganskih ven in tromboza splanhničnih ven 40,66,163,205-213,150. V naši 
raziskavi smo med trombotičnimi zapleti najpogosteje določili globoko vensko trombozo, 
tromboflebitis, ishemično možgansko kap, trombozo vranične arterije ter splanhničnih ven. Pri 
bolnikih z MPN so tromboze splanhničnih ven pogoste in vključujejo zaporo jetrnih ven (sindrom 
Budd–Chiari), trombozo portalne, vranične ali mezenterične vene. Prevalenca tromboz v 
splanhničnem venskem sistemu je pri bolnikih z MPN 1 do 23 %, zlasti se pojavljajo pri mlajših 
ženskah, verjetno zaradi vpliva spolnih hormonov 150,214,215. V naši raziskavi smo beležili trombozo 
splanhničnih ven pri dveh starejših ženskah (59 in 70 let). Pri eni bolnici je bila sočasno prisotna 
tromboza iliakalne, renalne in ovarialnih ven. Glede na podatke iz literature obstaja sicer jasna 
povezava med bolniki z MPN in trombozo splanhničnih ven, vendar le pri JAK2 V617F- pozitivnih 
bolnikih. Mutacijo JAK2 V617F je potrebno pri teh bolnikih tudi aktivno iskati, tudi če ni jasnih 
kliničnih in/ali laboratorijskih znakov za MPN. Po drugi strani jasne povezave med trombozo 
splanhničnih ven in mutacijami CALR ni 215-217. Obe naši bolnici sta bili JAK2 V617F-negativni 
(obe sta bili tudi CALR-negativni, ena je bila MPL-pozitivna, druga MPL-negativna), pri obeh je 
verjetno obstajal dodaten dejavnik tveganja za trombozo splanhničnih ven. Med najpogostejšimi 
so jetrna ciroza, solidni tumor, vnetna črevesna bolezen, antifosfolipidni sindrom, druge 
avtoimunske in hematološke bolezni, okužbe ali vnetja v trebušni votlini, operativni posegi v 
trebušni votlini, hormonska terapija, nosečnost in puerperij, mutacija v genu za faktor V Leiden ali 
protrombin, pomanjkanje proteina C, S ali antitrombina 218.  
V nadaljevanju smo želeli preveriti hipotezo, da imajo CALR-pozitivni bolniki z domnevno ET 
manj pogoste trombotične zaplete kot CALR-negativni bolniki z domnevno ET.  
V naši raziskavi ni bilo statistično značilne razlike v številu trombotičnih zapletov med CALR-
pozitivnimi in CALR-negativnimi bolniki z domnevno ET (p=0,374), zato smo hipotezo ovrgli. Iz 
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literature je znano, da imajo CALR-pozitivni bolniki manj pogoste trombotične zaplete kot JAK2 
V617F- ali MPL-pozitivni ter primerljivo tveganje za trombotične zaplete v primerjavi s trojno 
negativnimi bolniki 86. CALR-negativni bolniki z domnevno ET v naši kohorti so bili z izjemo 
enega bolnika, pri katerem smo potrdili mutacijo v genu za MPL, trojno negativno bolniki. Iz tega 
lahko zaključimo, da so naši rezultati skladni s podatki iz literature.  
Preveriti smo želeli tudi hipotezo, da moramo bolnike s sumom na ET, pri katerih je verjetnost 
sekundarne trombocitoze majhna, zaradi možnega nastanka zapletov obravnavati, kot da imajo ET, 
tudi če bolezni z opravljenimi preiskavami nismo potrdili. 
Trojno negativni bolniki so zaradi odsotnosti klonskega pokazatelja ET najbolj ogroženi za 
napačno ugotovitev bolezni. Glede na primerljivo tveganje za trombotične zaplete v primerjavi s 
CALR-pozitivnimi bolniki bi jih morali obravnavati, kot da imajo ET, tudi če bolezni z 
opravljenimi preiskavami nismo potrdili, kar potrjuje našo hipotezo. 
SBA pri napovedovanju bolezni ET 
 
Želeli smo preveriti hipotezo, da je računalniški program umetne inteligence SBA manj učinkovit 
pri ugotavljanju ET kot hematolog.  
Glede na nizko občutljivost in specifičnost SBA pri napovedovanju ET smo potrdili našo hipotezo. 
Občutljivost SBA pri napovedovanju ET smo izboljšali, ko smo kot bolnike z ET upoštevali le 
bolnike s potrjeno ET po kriterijih SZO 2008 ali modificiranih kriterijih. Zaradi možnega nastanka 
zapletov moramo biti sicer pozorni tudi na bolnike z le domnevno boleznijo. Z našimi rezultati 
bomo morda lahko pripomogli k izboljšavi programa SBA pri prepoznavanju ET.  
Pre-fibrotična oblika PMF 
 
Pomanjkljivost naše raziskave je, da smo invazivno hematološko diagnostiko (punkcijo ali biopsijo 
kostnega mozga) opravili pri manj kot četrtini bolnikov (17,3 %) s trombocitozo. S tem smo lahko 
nekatere bolnike napačno opredelili kot bolnike s sekundarno trombocitozo. Predvsem bi to lahko 
bili trojno negativni bolniki, pri katerih so odsotne vse tri najpogostejše mutacije, poleg JAK2 
V617F tudi mutacije v genih CALR in MPL. Kljub temu je pri obravnavi bolnikov s trombocitozo 
Harrisonova s sodelavci mnenja, da biopsija kostnega mozga vedno ni potrebna, saj so rezultati 
biopsije pri razlagi nekaterih značilnosti pogosto neponovljivi, hkrati pa je za diagnozo PMF vedno 
potrebna dodatna klinična ali laboratorijska značilnost, kot je splenomegalija, anemija, 
levkoeritroblastna krvna slika ali povišan LDH. To je bila tudi podlaga za oblikovanje modificiranih 
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kriterijev za ET, ki so se nanašali na kriterije 2008 39. V zadnjem času po drugi strani opisujejo 
pomen invazivne hematološke diagnostike pri ločevanju med ET in zgodnjo, pre-fibrotično obliko 
PMF (pre-PMF) 74. Pre-PMF je nova oblika klasične MPN, ki jo opredeljuje povečano trombotično-
hemoragično tveganje ter hkrati povečano tveganje za napredovanje bolezni v mielofibrozo ali 
levkemijo 219. Barbui s sodelavci je ugotovil, da je pri bolnikih s pre-PMF napredovanje v 
mielofibrozo in levkemijo pogostejše ter preživetje krajše v primerjavi z bolniki z ET. 10-letno 
preživetje bolnikov s pre-PMF je bilo v njegovi raziskavi 76 % v primerjavi z bolniki z ET, pri 
katerih je bilo 89 %; 15-letno preživetje bolnikov s pre-PMF je bilo 59 % v primerjavi z bolniki z 
ET, pri katerih je bilo 80 %. Po 10 letih je pri 5,8 % bolnikov s pre-PMF prišlo do preobrazbe v 
levkemijo, pri bolnikih z ET je do levkemične preobrazbe prišlo pri 0,7 % bolnikov. Po 10 letih je 
do napredovanja v mielofibrozo pri bolnikih s pre-PMF prišlo pri 12,3 % bolnikov ter pri 0,8 % 
bolnikov z ET 34. Bolniki s pre-PMF in ET se po drugi strani po številu trombotičnih in 
hemoragičnih zapletov ne razlikujejo, tako da ima ločevanje med obema entitetama predvsem 
prognostičen pomen 220. 
Pre-PMF je bila kot oblika PMF opredeljena šele v sodobnih kriterijih SZO iz leta 2016 74. Pred 
tem je bila pri nekaterih bolnikih z dejansko pre-PMF lažno ugotovljena ET. V japonski raziskavi 
so trinajstim bolnikom (13/107 = 12 %) z ET retrospektivno na podlagi ponovnega pregleda 
vzorcev kostnega mozga ugotovili pre-PMF 221. Ločevanje med pre-PMF in ET je pogosto težavno, 
saj se obe bolezni prekrivata tako v klinični sliki kot v molekularno-genetskem ozadju, čeprav so 
pri bolnikih s pre-PMF pogosteje prisotne pridružene, ne-gonilne mutacije, kot so mutacije v genih 
ASXL1, EZH2, SRSF2 221. Za pravilno diagnozo je potreben natančen morfološki pregled vzorca 
kostnega mozga: pri bolnikih z ET je celularnost kostnega mozga normalna, v ospredju je razrast 
megakariocitov; pri bolnikih s pre-PMF je celularnost kostnega mozga povečana, prisotna je motnja 
v dozorevanju celic 219. Na pre-PMF lahko opozarjajo tudi nekateri klinični in/ali laboratorijski 
kazalci, kot so povišan LDH, anemija, levkocitoza, splenomegalija in povečano število krožečih 
celic CD34+ 34.  Bolniki s pre-PMF imajo v primerjavi z bolniki z ET nižje vrednosti hemoglobina, 
višje vrednosti levkocitov in trombocitov, višje vrednosti LDH in višje število krožečih CD-34 celic 
ter pogosteje splenomegalijo 220. Ker ima tudi slaba polovica bolnikov z ET enega ali več dodatnih 
kliničnih in/ali laboratorijskih kazalcev, ločevanje med obema boleznima temelji na 
histomorfološki diagnostiki 222. V naši študiji smo zaradi odsotnosti histomorfološkega pregleda 
nekatere bolnike lahko napačno razvrstili kot bolnike z ET namesto s pre-PMF, vendar gre v obeh 
primerih za primarno trombocitozo s primerljivim tveganjem za trombotično-hemoragične zaplete, 
zato se retrospektivnemu ločevanju med obema boleznima nismo posvetili. 
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Razlikovanje med primarno in sekundarno trombocitozo  
 
Razlikovanje med primarno in sekundarno obliko trombocitoze, zlasti med ET in sekundarnimi 
oblikami trombocitoze, je izziv, še posebno pri bolnikih brez klonalnih označevalcev, ki so značilni 
za ET, ter nekonkluzivnim izvidom biopsije kostnega mozga. V literaturi obstaja več predlogov za 
razlikovanje med obema skupinama bolnikov. Pri razlikovanju bi si lahko pomagali s testi funkcije 
trombocitov, kot je agregometrija, ki je visoko specifičen test pri razlikovanju med primarno in 
sekundarno trombocitozo. Agregacija trombocitov v odgovor na adrenalin je pri bolnikih s 
primarno trombocitozo pomembno zmanjšana. Hkrati imajo bolniki s primarno trombocitozo 
značilno višje povprečne vrednosti levkocitov in trombocitov. Pospešena sedimentacija eritrocitov 
ali povišan C-reaktivni protein sta laboratorijska kazalca sekundarne trombocitoze z visoko 
občutljivostjo, a nizko specifičnostjo 223. Pri bolnikih z ET v primerjavi z bolniki s sekundarno 
obliko trombocitoze so značilno povišane vrednosti receptorja za inzulinski rastni faktor 1 (IGF-
1R). Kvantitativna določitev IGF-1R s pretočno citometrijo bi lahko pomagala pri razlikovanju 
med primarno in sekundarno obliko trombocitoze 224. Za zdaj teh metod ne uporabljamo v redni 
klinični praksi. Pri razlikovanju med obema oblikama trombocitoze si pomagamo z anamnezo, 
kliničnim pregledom, laboratorijskimi kazalci zalog železa in vnetnih markerjev, kot sta C-reaktivni 
protein ali sedimentacija trombocitov. Za izključitev primarnih vzrokov trombocitoze si 
pomagamo z molekularno-genetskimi označevalci, kot so mutacije v genih JAK2 V617F, CALR, 
MPL, glede na izvide in možnost druge primarne hematološke bolezni se odločamo tudi za 
punkcijo ali biopsijo kostnega mozga, katere izvid je lahko napoveden. Pogosto je končna 
opredelitev težavna, zlasti v primeru vztrajajoče trombocitoze, saj je znano, da sekundarna 
trombocitoza, razen v primeru hiposplenizma, v določenem času izzveni. V tem primeru lahko 
bolnike opazujemo skozi določeno časovno okno, in obravnavamo, kot da bolezen imajo ter jih 
zdravimo z antiagregacijsko ali dodatno terapijo glede na tveganje za trombotično-hemoragične 
zaplete. Zlasti je pomembna obravnava nosečnic, ki predstavljajo nezanemarljivo skupino bolnikov 
z ET, saj je 20 % bolnikov z ET mlajših od 40 let 48. ET v nosečnosti je povezana s povečanim 
tveganjem za zaplete, tako pri materi kot pri plodu. V nosečnosti lahko pri materi pride do tromb-
emboličnih zapletov, krvavitve ali preeklampsije, ter hkrati do izgube ploda, nedonošenosti ali 
zastoja rasti ploda 50,51. Nosečnice s sumom na ET moramo tako zaradi možnosti zapletov 
obravnavati, kot da bolezen imajo, in jih ustrezno zdraviti glede na tveganje 39. Vsem nosečnicam 
je potrebno predpisati zdravljenje z acetilsalicilno kislino za obdobje celotne nosečnosti. Pri 
nosečnicah z dejavniki tveganja za zaplete je indicirano zdravljenje z nizko-molekularnim 
heparinom in IFN-α med nosečnostjo 39. Bolnike s sumom na ET moramo torej obravnavati in 
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spremljati v Hematološki ambulanti, četudi bolezni z opravljenimi preiskavami ne potrdimo, zlasti 
moramo biti pozorni na ženske v rodni dobi. Na podlagi naše raziskave in sorodnih študij bomo 
predlagali algoritem obravnave bolnikov s trombocitozo v Sloveniji.  
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- Dokaz prisotnosti mutacij CALR ima diagnostičen pomen pri ugotavljanju ET. Tip mutacije je 
potrebno natančno opredeliti, saj verjetno le mutacije s premikom bralnega okvirja povzročajo 
bolezen.  
- Verjetno obstaja še veliko neodkritih klinično pomembnih mutacij CALR. V naši raziskavi smo 
odkrili štiri nove, doslej neobjavljene, mutacije CALR. 
- Molekularno-genetska diagnostika je smiselna pri bolnikih, pri katerih je glede na anamnezo, 
klinični pregled in laboratorijske preiskave sum na MPN visok.  
- Večina napotitev v Hematološko ambulanto zaradi suma na ET je neustreznih. Pred napotitvijo 
v Hematološko ambulanto je potrebno izključiti najpogostejša stanja, ki lahko povzročajo 
trombocitozo. Glede na našo raziskavo je najpogosteje spregledano pomanjkanje železa, ki je lahko 
prisotno kljub odsotnosti anemije. 
- Trojno negativne (JAK2 V617F, CALR in MPL-negativne) bolnike z vztrajajočim sumom na ET 
bi morali zaradi primerljivega tveganja za trombotične zaplete v primerjavi s CALR-pozitivnimi 
bolniki obravnavati, kot da imajo ET. Te bolnike bi morali obravnavati individualno in glede na 
tveganje za trombotične zaplete zaščititi vsaj z acetilsalicilno kislino.  
- Vse nosečnice s trombocitozo bi morali obravnavati kot bolnice s potrjeno ET, saj so zlasti 
ogrožene za pojav številnih zapletov, tako pri materi kot pri plodu. Pristop k tem bolnicam mora 
biti interdisciplinaren, ustrezno zdravljenje pa pravočasno. 
-V prihodnosti bomo morda glede na napredek v humani genetiki odkrili nove mutacije, prisotne 
pri trojno negativnih bolnikih z ET. Morda bomo bolnike z novo odkritimi mutacijami in 
posledično potrjeno ET odkrili tudi med bolniki z doslej opredeljeno sekundarno trombocitozo, 
saj obstaja možnost prekrivanja obeh bolezni.  
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